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Neue Poly ( ADP-ribose ) polymerase-Gene 
Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Poly (ADP-ribose) polyme- 
rase (PARP) Gene und die von ihnen abgeleiteten Proteine; Anti- 
korper mit Spezifitat fiir die neuen Proteine; pharmazeutische und 
gentherapeutische Mittel, welche erf indungsgemafle Produkte ent- 

10 halten; Verfahren zur analytischen Bestinunung der erf indungsgema- 
J3en Proteine und Nukleinsauren; Verfahren zur Identif izierung von 
Effektoren oder Bindungspartnern der erf indungsgema!3en Proteine; 
Verfahren zur Bestimmung der Wirksamkeit solcher Effektoren sowie 
deren Anwendung zur Diagnose oder Therapie von Krankheitszustan- 

15 den. 

1966 entdeckten Chambon und Mitarbeiter ein 116 kDA Enzym, daI3 in 
den darauf f olgenden Jahren naher charakterisiert wurde und heute 
die Namen PARP (EC 2.4.2.30) ( Poly ( adenosin-5 ' -diphospho-ribose ) 
20 polymerase), PARS (Poly (adenosin-5 '-diphospho-ribose) syntheta- 
se) oder ADPRT (Adenosin-5 ' -diphospho-ribose-transf erase) tragt. 
Bis dato war dieses Enzym mit seiner infolge beschriebenen Akti- 
vitat einzigartig. Der Eindeutigkeit halber wird es im Folgenden 
mit PARP1 bezeichnet. 

25 

Die primare, physiologische Funktion von PARP 1 scheint in seiner 
Beteiligung an einem komplexen Reperaturmechanismus zu bestehen, 
den Zellen zur Reparatur von DNA-Strangbruchen entwickelt haben. 
Die primare zellulare Reaktion auf einen DNA-Strangbruch scheint 
30 dabei in der PARPl-katalysierten Synthese von Poly( ADP-ribose ) 
aus NAD+ zu bestehen (vgl. De Murcia, G. et al. (1994) TIBS, 19, 
172). 

PARP 1 besitzt eine modular aufgebaute Moleklilstruktur . Drei 
35 funktionale Hauptelemente wurden bisher identif iziert : eine N- 
terminale 46kDa groBe DNA-Bindungsdomane; eine zentrale 22kDa Au- 
tomodif ikationsdomane, an welche Poly (ADP-ribose) angehangt wird, 
wobei die Enzymaktivitat von PARP 1 mit zunehmender Elongation 
abnimmt; und eine C-terminale 54 kDa gro/3e NAD + -Bindungsdomane . 
40 Lediglich in PARP aus Drosophila wurde eine Leucin-Zipper-Region 
innerhalb der Automodif ikationsdomane festgestellt , welche auf 
mogliche Protein-Protein-Interaktionen hinweist. Alle bisher be- 
kannten PARPs sind vermutlich als Homodimere aktiv. 

45 Der hohe Organisationsgrad des Molekiils spiegelt sich wieder in 
der starken Konservierung der Aminosauresequenz . So wurde flir 
PARP 1 aus Mensch, Maus, Rind und Huhn eine 62%-ige Konservierung 
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der Aminosauresequenz festgestellt . Groflere strukturelle Unter- 
schiede bestehen zu PARP aus Drosophila. Die einzelnen Domanen 
selbst weisen wiederum Cluster mit erhohter Konservierung auf . So 
enthalt die DNA-Bindungsregion zwei sogenannte Zink-Finger als 
5 Unterdomanen (umfassend Motive des Typs CX 2 CX28/3oHX 2 C) , die an der 
Zn 2+ -abhangigen Erkennung von DNA-Einzelstrangbriichen Oder einzel- 
strangigen DNA-Uberhangen (z.B. an den Chromosomenenden, den Te- 
lomeren) beteiligt sind. Die C-terminale katalytische Domane um- 
faflt einen Block von etwa 50 Aminosauren (Reste 859-908), der un- 
10 ter Vertebraten zu 100% konserviert ist (PARP- "Signature" ) . Die- 
ser Block bindet das natlirliche Substrat NAD + und bedingt somit 
die Synthese von Poly(ADP-ribose) (vgl. de Murcia, a.a.O.). Ins- 
besondere das GX 3 GKG-Motiv ist fur PARPs in diesem Block charakte- 
ristisch. 

15 

Der oben beschriebenen positiven Funktion steht eine pathologi- 
sche in zahlreichen Krankheiten ( Schlaganf all, Herzinfarkt, Sep- 
sis etc.) gegeniiber. PARP ist in den Zelltod infolge von Ischa- 
mien des Gehirns (Choi, D.W., (1997) Nature Medicine, 3, 10, 

20 1073), des Myokards (Zingarelli, B., et al (1997), Cardiovascular 
Research, 36, 205) und auch des Auges (Lam, T.T. (1997), Res. 
Comm. in Molecular Pathology and Pharmacology, 95, 3, 241) invol- 
viert. Auch bei septischem Schock wurde eine durch Entziindungs- 
Mediatoren ausgeloste PARP-Aktivierung beobachtet (Szabo, C, et 

25 al. (1997), Journal of Clinical Investigation, 100, 3, 723). Da- 
bei geht eine Aktivierung von PARP mit einem starken Verbrauch an 
NAD + einher. Da fur die Biosynthese von einem Mol NAD+ vier Mole 
ATP verbraucht werden, nimmt die zellulare Energieversorgung dra- 
stisch ab. Zelltod ist die Folge. 

30 

Als PARPl-Inhibitoren werden in der oben genannten Fachliteratur 
Nicotinamid und 3-Aminobenzamid beschrieben. 3,4-Dihy- 
dro-5[4-l(l-piperidinyl)butoxy]-l(2H)-isochinolon ist aus Taka- 
hashi, K., et al (1997), Journal of Cerebral Blood Flow and Meta- 
35 bolism 17, 1137 bekannt. Weitere Inhibitoren werden z.B. be- 
schrieben in Banasik, M., et al. (1992) J. Biol. Chem., 267, 3, 
1569 und Griffin, R.J., et al. (1995), Anti-Cancer Drug Design, 
10, 507. 

40 Als hochmolekulare Bindungspartner fiir humanes PARPl ist unter 
anderem das Base Excision Repair (BER) Protein XRCC1 (X-ray re- 
pair cross-complementing 1) beschrieben worden, das iiber ein 
Zink-Finger-Motiv und ein BRCT (BRCA1 C-Terminus) Modul (Amino- 
sauren 372-524) bindet (Masson, M., et al., (1998) Molecular and 

45 Cellular Biology, 18,6, 3563). 
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Aufgrund der vielf altigen physiologischen und pathologischen 
Funktionen von PARP stellte sich die Aufgabe, neue PARP-Homologe 
bereitzustellen. Die Bereitstellung von homologen PARP's ware 
namlich von besonderer Bedeutung fur die Entwicklung neuer Wirk- 
5 stofftargets bzw. neuer Wirkstoffe, urn Diagnose und/oder Therapie 
von Krankheitszustanden zu verbessern, in welche PARP, PARP-Homo- 
loge oder davon abgeleitete Substanzen involviert sind. 

Diese Aufgabe wurde uberraschenderweise gelost durch Bereitstel- 
10 lung von PARP-Homologen, gekennzeichnet durch eine Aminosaurese- 
quenz, die 

a) eine funktionale NAD + -Bindungsdomane, d. h. eine PARP-"Signa- 
ture"-Sequenz mit dem charakteristischen GX 3 GKG-Motiv; 
und 

15 b) insbesondere im N-terminalen Sequenzbereich, d.h. im Bereich 
der ersten 200, wie z.B. im Bereich der ersten 100, N-termi- 
nalen Aminosauren, keine PARP-Zink-Finger-Sequenzmotive der 
allgemeinen Formel 

CX 2 CX m HX 2 C 

20 aufweist, worin 

m fur einen ganzzahligen Wert von 28 oder 30 steht und die 
Reste X unanbhangig voneinander fur eine beliebige Aminos^ure 
stehen; 

und die funktionalen Aquivalente davon. 

25 

Da die erf indungsgemaflen PARP-Molekiile insbesondere funktionale 
Homologe darstellen, besitzen sie naturlich auflerdem eine 
Poly-(ADP-ribose)-synthetisierende Aktivitat. Die NAD-Bindungsdo- 
mane entspricht im wesentlichen dieser Aktivitat und ist C-termi- 
30 nal lokalisiert. 

Wesentliches Kennzeichen der erf indungsgemaflen PARPs ist somit 
das Vorhandensein einer funktionalen NAD + -Bindungsdomane (PARP-Si- 
gnature), welche im C-terminalen Bereich der Aminosauresequenz 

35 (d.h. etwa im Bereich der letzten 400, wie z.B. der letzten 350 
oder 300, C-terminalen Aminosauren) liegt, in Kombination mit ei- 
ner keine Z ink-Finger-Motive aufweisenden N-terminalen Sequenz . 
Da die Z ink-Finger-Motive in bekannten PARPs vermutlich zur Er- 
kennung der DNA-Bruchstellen beitragen, ist anzunehmen, dafl die 

40 erf indungsgemaflen Proteine mit DNA nicht oder in anderer Weise 
wechselwirken. Mit entsprechenden biochemischen Tests konnte 
nachgewiesen werden, dafl das erf indungsgemafle PARP 2 durch "akti- 
vierte DNA" (d.h. limitiert DNAasel verdaute DNA) aktiviert wer- 
den kann. Daraus kann ferner geschlossen werden, dafl das erfin- 

45 dungsgemafie PARP 2 DNA bindende Eigenschaf ten haben. Der Mechanis- 
mus der DNA-Bindung und Enzym-Aktivierung bei den erf indungsgema- 
flen PARPs ist jedoch unterschiedlich zu dem von PARP1. Dessen 
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DNA-Bindung und Enzym-Aktivierung wird wie erwahnt durch ein cha- 
rakteristisches Zink-Finger-Motiv vermittelt. Derartige Motive 
sind in den erf indungsgemaJ3en PARPs nicht vorhanden. Vermutlich 
vermitteln positiv-geladene Aminosauren im N-terminalen Bereich 
5 der erf indungsgemaflen PARPs diese Eigenschaf ten . Da die "akti- 
vierte DNA" (d.h. zum Beispiel DNA, die limitiert mit DNAasel be- 
handelt wurde) eine Vielzahl von Defekten aufweist (Einzelstrang- 
briiche , Einzelstrangliicken , Einzelstranguberhange , Doppelstrang- 
briiche etc.) ist es moglich, daJ5 PARPl und die erf indungsgema/3en 
10 PARPs zwar durch die selbe "aktivierte DNA" aktiviert werden, je- 
doch durch eine andere Subpopulation von Defekten (z. B. Einzel- 
strangbriiche) . 

Die funktionale NAD + -Bindungsdomane (d.h. katalytische Domane) 
15 bindet das Substrat fiir die Poly-ADP-ribose-Synthese . In Uberein- 
stimmung mit bekannten PARPs ist insbesondere das Sequenzmotiv 
GX 1 X 2 X 3 GKG, worin G fur Glycin steht, K fiir Lysin steht und X*, X 2 
und X 3 unanbhangig voneinander fiir eine beliebige Aminosaure ste- 
hen, zu finden. Wie jedoch ein Vergleich der Aminosauresequenzen 
20 der NAD + -Bindngsdomanen erf indungsgemafler PARP-Molekiile mit bisher 
bekanntem humanem PARPl uberraschenderweise zeigt, weichen die 
erf indungsgemafcen Sequenzen von der bekannten Sequenz fiir die 
NAD + -Bindungsdomane deutlich ab. 

25 Einer erf indungsgemafl bevorzugten Gruppe von PARP-Molekiilen ist 
folgendes allgemeines Sequenzmotiv in der katalytischen Domane 
vorzugsweise gemeinsam: 

PX n (S/T)GX 3 GKGIYFA, insbesondere 
30 (S/T)XGLR(I/V)XPX n (S/T)GX 3 GKGIYFA, vorzugsweise 

LLWHG (S/T)X 7 IL(S/T) XGLR ( I / V) XPX n ( S/T ) GX 3 GKGI YFAX 3 SKSAXY 

worin (S/T) die alternative Besetzung dieser Sequenzposition mit 
S oder T beschreibt, (I/V) die alternative Besetzung dieser Se- 
35 quenzposition mit I oder V beschreibt und n fiir einen ganzzah- 
ligen Wert von 1 bis 5 steht und die Reste X unabhangig voneinan- 
der fiir eine beliebige Aminosaure stehen. Letztes Motiv wird auch 
als "PARP-Signature" Motiv bezeichnet. 

40 Die Automodif ikationsdomane ist in den erf indungsgemaJ3en PARPs 
vorzugsweise ebenfalls ausgebildet. Sie kann etwa im Bereich von 
etwa 100 bis 200 Aminosauren vor dem N-terminalen Ende der 
NAD + -Bindungsdbmane liegen . 

45 
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Erf indungsgemafie PARP-Homologe konnen auflerdem N-terminal zur 
NAD+-Bindungsdomane (d.h. etwa 30 bis etwa 80 Aminosauren naher am 
N-Terminus) ein Leucin-Zipper-artiges Sequenzmotiv der allgemei- 
nen Forme 1 

5 (L/V)X 6 LX 6 LX 6 L 

umfassen, . . 

worin (L/V) fur die alternative Besetzung dieser Sequenzposition 
mit L Oder V steht und die Reste X unabhangig voneinander fur 

10 eine beliebige Aminosaure stehen. Die erf indungsgemaft beobachte- 
ten Leuc in- Zipper -Motive unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 
Lage deutlich von den fur PARP aus Drosophila beschriebenen. Leu- 
cin-Zipper konnen zu Homodimeren (zwei PARP-Molekiile ) oder Hete- 
rodimeren (ein PARP-Molekul mit einem davon verschiedenen Bin- 

15 dungspartner) fuhren. 

Die erfindungsgemafien PARP-Homologen umfassen vorzugsweise aufler- 
dem N-terminal zum oben genannten Leucin-Zipper-artigen Sequenz- 
motiv, d.h. etwa 10 bis 250 Aminos aurereste naher am N-Terminus, 
20 wenigstens ein weiteres der folgenden Teilsequenz-Motive: 

LX9NX 2 YX2QLLX(D/E)X b WGRVG, (Motiv 1) 

AX 3 FXKX 4 KTXNXWXsFX 3 PXK, (Motiv 2) 

QXL(l/L)X 2 IX9MX 1 oPLGKLX 3 QIX 6 L / (Motiv 3) 

FYTXIPHXFGX3PP, (Motiv 4) und 

KX 3 LX 2 LXDIEXAX 2 L (Motiv 5), 

worin (D/E) die alternative Besetzung dieser Sequenzposition mit 
D oder E beschreibt, (I/L) die alternative Besetzung dieser Se- 
30 quenzposition mit I oder L beschreibt, b fur den ganzzahligen 
Wert 10 oder 11 steht und die Reste X unabhangig voneinander fur 
eine beliebige Aminosaure stehen. Am meisten bevorzugt sind diese 
1 Motive 1 bis 5 in der genannten Reihenfolge gleichzeitig vorhan- 
den, wobei Motiv 1 dem N-Terminus am nachsten liegt. 

Auf das oben genannte PARP-Signature Motiv folgt in den erf in- 
dungsgemaflen Proteinen wenigstens ein weiteres der folgenden Mo- 
tive: 



25 



35 



40 



GX3LXEVALG (Motiv 6) 

GX2SX 4 GX 3 PX a LXGX2V (Motiv 7) und 

E(Y/F)X 2 YX 3 QX 4 YLL (Motiv 8) 



worin (Y/F) die alternative Besetzung dieser Sequenzposition mit 
45 Y oder F beschreibt, a gleich 7 bis 9 und X jeweils fur eine be- 
liebige Aminosaure steht. Am bevorzugtesten sind die drei C-ter- 
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minalen Motive gleichzeitig und in der genannten Reihenfolge aus- 
gebildet, wobei Motiv 8 dem C-Terminus am nachsten liegt. 

Ein bevorzugter Aufbau einer erf indungsgema&en PARP-Struktur kann 
5 schematisch wie folgt beschrieben werden: 

Motive 1 bis 5/PARP-Signature/Motive 6 bis 8 Oder 

Motive 1 bis 5/Leucin-Zipper/PARP-Signature/Motive 6 bis 8 

10 wobei zwischen den Einzelmotiven weiterer Aminosaurereste, wie 
z.B. bis zu 40, und am N-Terminus und/oder am C-Terminus weitere 
Aminosaurereste, wie z.B. bis zu 80, angeordnet sein konnen. 

Erf indungsgemafc besonders bevorzugte PARP-Homologe sind die Pro- 
15 teine humanPARP2, humanPARP3, mausPARP3 und die funktionalen 

Aquivalente davon. Das als humanPARP2 bezeichnete Proteine umfaflt 
570 Aminosauren (vgl. SEQ ID N0:2). Das als humanPARP3 bezeich- 
nete Protein existiert moglicherweise in zwei Formen. Typ 1 um- 
faBt dabei 533 Aminosauren (SEQ ID NO: 4) und Typ 2 umfaflt 540 
20 Aminosauren (SEQ ID NO:6). Die Formen konnen sich durch unter- 
schiedliche Initiation der Translation ergeben. Das als maus 
PARP3 bezeichnete Proteine existiert in zwei Formen, die sich 
durch eine Deletion von 5 Aminosauren (15 bp) voneinander unter- 
scheiden. Typ 1 umfaflt dabei 533 Aminosauren (SEQ ID NO:8), Typ 2 
25 umfaflt 528 Aminosauren (SEQ ID NO:10). 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Bindungspartner 
fiir die erf indungsgemaflen PARP-Homologen. Diese Bindungspartner 
sind vorzugsweise ausgewahlt unter 
30 a) Antikorpern und Fragmenten, wie z.B. Fv, Fab, (Fab)' 2 / davon 

b) proteinartigen Verbindungen, welche, z.B. uber die obige Leu- 
cin-Zipper-Region Oder einen anderen Sequenzabschnitt , mit 
PARP wechselwirken, und 

c) niedermolekularen Effektoren, welche eine biologische PARP- 
35 Funktion, wie z.B die katalytische PARP-Aktivitat , d.h. die 

NAD + -verbrauchende ADP-Ribosylierung, oder die Bindung an ein 
Aktivatorprotein oder an DNA modulieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Nukleinsauren, um- 
40 fassend 

a) eine, fiir wenigstens ein erf indungsgemafles PARP-Homologes 
kodierende, Nukleotidsequenz oder die komplementare Nukleo- 
tidsequenz davon; 

b) eine Nukleotidsequenz, die, vorzugsweise unter stringenten 
45 Bedingungen mit einer Sequenz gemafl a) hybridisiert ; oder 
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c) Nukleotidsequenzen, die durch Entartung (Degeneration) des 

genetischen Codes von den in a) und b) definierten Nukleotid- 
sequenzen abgeleitet sind. 

5 insbesondere umfassen erf indungsgemafl geeignete Nukleinsauren we- 
nigstens eine der Teilsequenzen welche fur die oben genannten 
Aminosauresequenzmotive kodieren. 

ErfindungsgemaJJ bevorzugte Nukleinsauren umfassen Nukleotidse- 
10 quenzen gemafi SEQ ID NO: 1 und 3, und insbesondere fur erfin- 

dungsgemafle PARP-Homologe charakteristische Teilsequenzen daraus, 
wie z.B. Nukleotidsequenzen, umfassend 

a) die Nukleotide +3 bis + 1715 gemafl SEQ ID N0:1; 
15 b) die Nukleotide +24 2 bis + 1843 gemaJi SEQ ID NO: 3; 

c) die Nukleotide +221 bis + 1843 gemafi SEQ ID NO: 5; 

d) die Nukleotide +112 bis +1710 gemafl SEQ ID N0:7; Oder 

e) die Nukleotide + 1 bis + 1584 gemafl SEQ ID NO:9 

20 Oder Teilsequenzen von a), b) , c), d) und e), welche fur oben ge- 
nannte charakteristische Aminosauresequenzmotive der erf indungs- 
gemaflen PARP-Homologen kodieren. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung umfafit Expressionskasset- 
25 ten, welche unter genetischer Kontrolle regulativer Nukleotidse- 
quenzen wenigstens eine der oben beschriebenen erf indungsgemafien 
Nukleotidsequenzen enthalten. Diese sind zur Herstellung erfin- 
dungsgemafler rekombinanter Vektoren, wie z.B. von viralen Vekto- 
ren oder Plasmiden brauchbar, welche wenigstens eine erfmdungs- 
30 gemafie Expressionskassette enthalten. 

Erfindungsgemafle rekombinante Mikroorganismen sind mit wenigstens 
einem der oben genannten Vektoren transf ormiert . 

35 Gegenstand der Erfindung sind aufierdem transgene Sauger, transfi- 
ziert mit einem erf indungsgemafien Vektor. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein, homogen oder 
heterogen durchfuhrbares, in vitro Nachweisverf ahren fur PARP-in- 
40 hibitoren, das dadurch gekennzeichnet, dafl man 

a) ein ungetragertes oder getragertes Poly-ADP-ribosylierbares 
Target mit einem Reaktionsgemisch inkubiert, umfassend 
al) ein erf indungsgemafles PARP-Homologes; 
45 a2) einen PARP-Aktivator ; und 

a3) einen PARP- inhibitor oder einen Analyten, in we lc hem man 
wenigstens einen PARP- Inhibitor vermutet; 
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b) die Poly-ADP-Ribosylierungsreaktion durchfiihrt; und 

c) die Poly-ADP-Ribosylierung des Target qualitativ oder quanti- 
tativ bestimmt. 



5 Vorzugsweise wird das Nachweisverf ahren so durch gefuhrt, dass 
man das PARP-Homologe mit dem PARP-Aktivator und dem PARP-Inhibi- 
tor oder einen Analyten, in welchem man wenigstens einen PARP-In- 
hibitor vermutet, vorinkubiert , wie z.B. etwa 1 bis 30 Minuten, 
bevor man die Poly-ADP-Ribosylierungsreaktion durchfiihrt. 

10 

Nach Aktivierung durch DNS mit Einzelstrangbriichen ( erf indungsge- 
maJ3 bezeichnet als "aktivierte DNS") poly-ADP-ribosyliert PARP 
eine Vielzahl nuklearer Proteine in Gegenwart von NAD. Zu diesen 
Proteinen zahlt zum einen PARP selber, aber auch Histone etc. 

15 

Das bei den Nachweisverf ahren vorzugsweise verwendete Poly-ADP- 
ribosylierbare Target ist ein Histon-Protein in seiner nativen 
Form oder ein davon abgeleitetes Poly-ADP-ribosylierbares Equiva- 
lent. Beispielhaf t j wurde eine Histonpraparation der Firma Sigma 

20 verwendet (SIGMA, Katalog-Nr. H-7755; Histone Typ Il-as aus Kalb- 
sthymus, Luck, J. M. , et al. f J. Biol. Chem. , 233, 1407 (1958), 
Satake K. , et al., J. Biol. Chem, 235, 2801 (I960)). Im Prinzip 
konnen alle Arten von Proteinen oder Teile von diesen verwendet 
werden, die einer Poly-ADP-ribosylierung durch PARP zuganglich 

25 sind. Dies sind bevor zugterweise nuklare Proteine, z. B. Histone, 
DNA-Polymerase, Telomerase oder PARP selber. Auch synthetische 
Peptide, die von den entsprechenden Proteinen abgeleitet sind, 
konnen als Target fungieren. 

30 Es konnen im erf indungsgemaJ3en ELISA Assay Histonmengen im Be- 

reich von etwa 0,1 fig/well bis etwa 100 jig/well , vorzugsweise etwa 
1 ng/well bis etwa 10 |ig/well, verwendet werden. Die PARP-Enzym- 
mengen liegen in einem Bereich von etwa 0,2 pMol/well bis etwa 2 
nMol/well, vorzugsweise von etwa 2 pMol/well bis etwa 200 pMol/ 

35 well, wobei der Reaktionsansatz jeweils 100 pil/well ausmacht. Re- 
duzierungen auf kleinere Wells und entsprechend kleinere Reakti- 
onsvolumina sind moglich. 

Beim erf indungsgemaJ3en HTRF Assay werden identische PARP-Mengen 
40 eingesetzt, die Menge an Histon oder modif izierten Histonen liegt 
im Bereich von etwa 2 ng/well bis etwa 25 |xg/well, vorzugsweise 
etwa 25 ng/well bis etwa 2,5 fig/well, wobei der Reaktionsansatz 
jeweils 50 |il/well ausmacht. Reduzierungen auf kleinere Wells und 
entsprechend kleinere Reaktionsvolumina sind moglich. 

45 
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Der erf indungsgemafl verwendete PARP-Aktivator ist vorzugsweise 
aktivierte DNA. 

Als Aktivator konnen diverse Typen geschadigter DNA fungieren. 
5 DNA-Schadigungen konnen durch Verdau mit DNAasen Oder anderen 
DNA-modif izierenden Enzymen (z. B. Restriktionsendonukleasen) , 
durch Bestrahlung Oder andere physikalische Methoden oder chemi- 
sche Behandlung der DNA erzielt werden. Ferner ist es moglich, 
mittels synthetischer Oligonukleotide die Situation einer DNA- 

10 Schadigung gezielt zu simulieren. In den beispielhaft angegebenen 
Assays wurde aktivierte DNA aus Kalbsthymus eingesetzt (SIGMA, 
Produkt-Nr. D4522, CAS: 91080-16-9, hergestellt nach der Methode 
von Aposhian und Romberg unter Verwendung von Kalbsthymus-DNA 
(SIGMA D-1501) und Deoxyribonuklease Typ I (D-4263). Aposhian H . 

15 V. und Romberg A., J. Biol. Chem., 237, 519 (1962)). Verwendet 
wurde die aktivierte DNA in einem Konzentrationsbereich von 0,1 
bis 1000 ^g/rnl, vorzugsweise von 1 bis 100 [ig/ml im Reaktions- 
schritt . 

20 Die Poly-ADP-Ribosylierungsreaktion wird in den erf indungsgemaJ3en 
Verfahren durch Zugabe von NAD + gestartet. Die Konzentrationen von 
NAD lagen in einem Bereich von etwa 0,1 piM bis etwa 10 mM, bevor- 
zugt in einem Bereich von etwa 10 [xM bis etwa 1 mM. 

25 Gemafl der heterogen durchf uhrbaren Variante obigen Verfahrens 
wird die Poly-ADP-Ribosylierung des getragerten Target mit Anti- 
Poly- (ADP-ribose) -Antikorper bestimmt. Dazu trennt man das Reak- 
tionsgemisch vom getragerten Target ab, wascht und inkubiert mit 
dem Antikorper. Dieser Antikorper kann selbst markiert sein. Vor- 

30 zugsweise verwendet man jedoch zum Nachweis von gebundenem Anti- 
Poly- (ADP-ribose) -Antikorper einen markierten sekundaren Antikor- 
per, oder ein entsprechendes markiertes Antikorper fragment, Geei- 
gnete Markierungen sind z.B. Radiomarkierung, Chromophor- oder 
Fluorophormarkierung, Biotinylierung, Chemilumineszenzmarkierung, 

35 Markierung mit paramagnetischem Metall, oder insbesondere Enzym- 
markierungen, wie z.B. mit Meerrettich-Peroxidase . Entsprechende 
Nachweis techniken sind dem Fachmann allgemein bekannt. 

GemaJ3 der homogen durchf uhrbaren Variante obigen Verfahrens ist 
40 das nichtgetragerte Target mit einem Akzeptor-Fluorophor mar- 
kiert. Bevorzugt verwendet man dazu als Target biotinyliertes Hi- 
ston, wobei das Akzeptor-Fluorophor uber Avidin oder Streptavidin 
an die Biotingruppen des Histons gekoppelt ist. Als Akzeptor- 
Fluorophor sind insbesondere geeignet Phycobiliproteine (z. B. 
45 Phycocyanine, Phycoerythrine ) , z. B. R-Phycocyanin (R-PC), Allo- 
phycocyanin (APC), R-Phycoerythrin (R-PE), C-Phycocyanin (C-PC), 
B-Phycoerythrin (B-PE) oder ihre Kombinationen untereinander oder 
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mit Fluoreszenzf arbstof fen, wie Cy5, Cy7 oder Texas Red (Tandem 
system) (Thammapalerd, N. et al., Southeast Asian Journal of Tro- 
pical Medicine & Public Health, 27(2): 297-303 (1996); Kronick, 
M. N. et al., Clinical Chemistry, 29(9), 1582-1586 (1986); Hicks, 
5 J. M., Human Pathology, 15(2), 112-116 (1984)). Bei dem in den 
Beispielen verwendeten Farbstoff XL665 handelt es sich urn ein 
quervernetztes Allophycocyanin (Glazer, A. N., Rev. Microbiol., 
36, 173-198 (1982); Kronick, M. N. , J. Imm. Meth., 92, 1-13 
(1986); MacColl, R. et al., Phycobiliproteins , CRC Press, Inc., 
10 Boca Raton, Florida (1987); MacColl, R. et al., Arch. Biochem. 
Biophys., 208(1), 42-48 (1981)). 

Auflerdem ist bevorzugt, bei dem homogenen Verfahren die Poly-ADP- 
Ribosylierung des nicht getragerten Target mit Anti-Poly- (ADP-ri- 

15 bose ) -Antikorper zu bestimmen, der mit einem Donor-Fluorophor 

markiert ist, das zur Energieiibertragung auf das Akzeptpr-Fluoro- 
phor befahigt ist, wenn Donor und Akzeptor durch Bindung des mar- 
kierten Antikorpers an das Poly-ADP-ribosylierte Histon in raum- 
liche Nahe gelangen. Vorzugsweise verwendte man ein ein Europium- 

20 Kryptat als Donor-Fluorophor fur den Anti-Poly- (ADP-ribose) -Anti- 
korper . 

Neben dem verwendeten Europium-Kryptat konnen auch weitere Ver- 
bindungen als potentielle Donor-Molekiile auftreten. Hierbei kann 
25 zum einen der Kryptatkafig modifiziert werden. Auch Austausch des 
Europiums gegen andere Seltenerdmetalle , wie z. B. Terbium, sind 
denkbar. Entscheidend ist eine lange Lebensdauer der Fluoreszenz, 
die die Zeitverzogerung garantiert (Lopez, E. et al., Clin. Chem. 
39/2, 196-201 (1993); US-Patent 5,534,622). 

30 

Die oben beschriebenen Nachweisverf ahren basieren auf dem Prin- 
zip, da!3 die Aktivitat von PARP mit der Menge der an den Histonen 
gebildeten ADP-ribose-Polymeren korreliert. Der hier beschriebene 
Assay ermoglicht die Quantif izierung der ADP-ribose Polymere mit- 
35 tels spezifischer Antikorper in Form eines ELISA— und eines HTRF- 
( homogenous time-resolved fluorescence; homogene zeit-auf geloste 
Fluoreszenz) Assays. Konkrete Ausf lihrungsf ormen dieser beiden 
Tests sind in den folgenden Ausf uhrungsbeispielen naher beschrie- 
ben. 

40 

Das entwickelte HTRF (Homogenous Time-Resolved Fluorescence ) - 
Testsystem miBt die Bildung von Poly- ( ADP-Ribose ) an Histonen 
mittels spezifischer Antikorper. Im Unterschied zum ELISA wird 
dieser Test in homogener Phase ohne Separations- und Wasch- 
45 schritte durchgef iihrt . Dies ermoglicht einen hoheren Probendurch- 
satz und eine geringere Fehleranf alligkeit . HTRF basiert auf dem 
"Fluoresenz Resonanz Energie Transfer" (FRET) zwischen zwei Fluo- 
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rophoren. In einem FRET Assay kann ein angeregtes Donor-Fluoro- 
phor seine Energie auf ein Akzeptor-Fluorophor iibertragen, wenn 
sich die beiden in einer raumlichen Nahe befinden. In der HTRF- 
Technologie ist das Donor-Fluorophor ein Europium-Kryptat [(Eu)K] 
5 und der Akzeptor ist XL665, ein stabilisiertes Allophycocyanin. 
Das Europium-Kryptat basiert auf Arbeiten von Jean Marie Lehn 
(Strasbourg) (Lopez, E. et al., Clin. Chem. 39/2, 196-201 (1993); 
US-Patent 5 , 534 , 622 ) . 

10 In einem homogenen Assay sind alle Komponenten auch wahrend der 
Messung anwesend. Wahrend dies Vorteile bei der Assaydurchf uhrung 
bringt ( Schnelligkeit , Aufwand) , nuissen Storungen durch Assaykom- 
ponenten (Eigenf luoreszenz , Quenching durch Farbstoffe etc.) aus- 
geschlossen werden. HTRF schlieflt diese Storungen durch eine 

15 zeitverzogerte Messung bei zwei Wellenlangen (665nm, 620nm) aus. 
Die HTRF-Fluoresenz hat eine sehr lange Abklingzeit und kann da- 
her zeitverzogert gemessen werden. Jegliche inter ferierende, 
kurzlebige Hintergrundf luoreszenz (z. B. durch Assaykomponenten 
oder Inhibitoren der Substanzbank) stort hier nicht mehr. Dar- 

20 iiberhinaus wird permanent bei zwei Wellenlangen gemessen, um 

"Quench-Ef fekte" farbiger Substanzen zu kompensieren . HTRF Assays 
sind z.B. im 96- or 384-well Mikrotiterplattenf ormat realisierbar 
und werden mit einem "Discovery HTRF Microplate Analyzer" (Pak- 
kard Instruments ) ausgewertet . 

25 

Erf indungsgemaB werden auflerdem die folgenden in vitro-Screening- 
verfahren auf Bindungspartner fiir PARP, insbesondere fur ein er- 
f indungsgemaJ3es PARP-Homologes , bereitgestellt . 

30 Eine erste Variante wird so durchgef iihrt , da!3 man 

al) wenigstens ein PARP-Homologes an einem Trager immobilisiert ; 
bl) das immobilisierte PARP-Homologe mit einem Analyten in Kon- 

takt bringt, in welchem man wenigstens einen Bindungspartner 

vermutet; und 

35 cl) an das immobilisierte PARP-Homologe gebundene Bestandteile 

des Analyten, gegebenenf alls nach einer Inkubationsphase, be- 
st immt. 

Gemafl einer zweiten Variante wird 
40 a2 ) ein Analyt, welcher wenigstens einen moglichen- Bindungspart- 
ner fiir das PARP-Homologe enthalt, an einem Trager immobili- 
siert; 

b2 ) der immobilisierte Analyt mit wenigsten einem PARP- Homo logen 
in Kontakt gebracht, fiir welches man einen Bindungspartner 
45 sucht; und 
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c3) der immobilisierte Analyt wird, gegebenenf alls nach einer In- 
kubationsphase, auf die Bindung des PARP-Homologen unter- 
sucht . 

5 Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur qualitativen 
oder quantitativen Bestimmung einer PARP-Homologe kodierenden Nu- 
kleinsaure, gekennzeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer definierten 

Menge einer exogenen erf indungsgemeLBen Nukleinsaure (z.B. mit 
10 einer Lange von etwa 20 bis 500 Basen oder langer), Hybridi- 

sierung, vorzugsweise unter stringenten Bedingungen, Bestim- 
mung der hybridisierenden Nukleinsauren und gegebenenf alls 
Vergleich mit einem Standard; oder 

15 b) Inkubation einer biologischen Probe mit einer definierten 

Menge von Oligonucleotid-Primerpaaren mit Spezifitat fur ein 
PARP-Homologes kodierende Nukleinsaure, Amplif izierung der 
Nukleinsaure, Bestimmung des Amplif ikationsprodukts und gege- 
benenf alls Vergleich mit einem Standard, 

20 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qua- 
litativen oder quantitativen Bestimmung eines erf indungsgemaflen 
PARP-Homologen, gekennzeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit wenigstens einem fur 
25 ein PARP-Homologes spezifischen Bindungspartner , 

b) Nachweis des Bindungspartner /PARP-Komplexes und gegebenen- 
falls 

c) Vergleich des Ergebnisses mit einem Standard - 

30 Vorzugsweise ist hierbei der Bindungspartner ein Anti-PARP-Anti- 
korper oder ein bindendes Fragment davon, der gegebenenf alls eine 
detektierbare Markierung tragt. 

Die erf indungsgemaflen Bestimmungsverf ahren fiir PARP, insbesondere 
35 fiir PARP-Homologe und fiir die kodierenden Nukleinsauresequenzen 
davon eignen sich vorteilhaf terweise zur Diagnostizierung von 
Sepsis- oder Ischamie-bedingten Gewebeschadigungen, insbesondere 
von Schlaganf alien, Myokard-Inf arkten oder septischen Schocks, 

40 Weiterhin umfaflt die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung der 
Wirksamkeit vom PARP-Ef f ektoren, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB man 

a) ein erf indungsgemafles PARP-Homologes mit einem Analyten inku- 
biert, welcher einen Effektor einer physiologischen oder pa- 
45 thologischen PARP-Aktivitat enthalt; den Effektor gegebenen- 

falls wieder abtrennt; und 
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gegebenenf alls nach Zugabe 
bestimmt . 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung betrif ft gentherapeutisches 
5 Mittel, die in einem gentherapeutisch akzeptablen Trager ein Nu- 
kleinsaurekonstrukt enthalten, das 

a) eine Antisense-Nukleinsaure gegen eine kodierende Nuklein- 
saure gemafl der Erf indung; Oder 

b) ein Ribozym gegen eine nicht-kodierende erf indungsgemafle Nu- 
10 kleinsaure umfasst; Oder 

c) fur einen spezifischen PARP-Inhibitor 
kodiert. 

Weiterhin betrif ft die Erf indung pharmazeutische Mittel, enthal- 
15 tend in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager wenigstens ein 
erfindungsgemafles PARP-Protein, wenigstens einen erf indungsgema- 
13en PARP-Bindungspartner Oder wenigstens eine erf indungsgemafle 
kodierende Nukleotidsequenz . 

20 Schliefllich betrifft die Erfindung die Verwendung von Bindungs- 
partnern eines PARP-Homologen zur Diagnose oder Therapie von 
Krankheitszustanden, an deren Entstehung und/oder Verlauf weni- 
stens ein PARP-Protein, insbesondere ein erf indungsgemafles PARP- 
Homologes, oder ein davon abgeleitetes Polypeptid beteiligt sind. 

25 Der verwendete Bindungspartner kann beispielsweise ein niedermo- 
lekularer Bindungspartner sein, dessen Molekulargewicht z. B. 
kleiner als etwa 2000 Dalton oder kleiner als etwa 1000 Dalton 
sein kann . " 

30 Gegenstand der Erfindung ist auflerdem die Verwendung von PARP- 
Bindungspartnern zur Diagnose oder Therapie von Krankheitszustan- 
den, die durch eine Energiedef izienz vermittelt werden, Eine 
Energiedefizienz im Sinne vorliegender Erfindung ist insbesondere 
eine zellulare Energiedefizienz, welche bei dem erkrankten Pati- 

35 enten systemisch oder in einzelnen Korperbereichen, Oganen oder 
Organbereichen, oder Geweben oder Gewebebereichen zu beobachten 
ist. Diese ist durch eine iiber den physiologischen Schwankungsbe- 
reich des NAD- und/oder ATP-Spiegels hinausgehende NAD- und/oder 
ATP-Depletion gekennzeichnet , welche vorzugsweise durch ein Pro- 

40 tein mit PARP-Aktivitat , insbesondere ein erf indungsgemafles PARP- 
Homologes, oder ein davon abgeleitetes Polypeptid, vermittelt 
wird . 

Gegenstand der Erfindung ist insbesondere die Verwendung eines 
45 PARP-Bindungspartners gemafl obiger Definition zur Diagnose oder 
Therapie (akut oder prophylaktisch) von Energiedef izienz-vermit- 
telten Krankheitszustanden, ausgewahlt unter neurodegenerativen 
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b) die Aktivitat des PARP-Homologen, 
von Substraten oder Cosubstraten, 
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Erkrankungen, Oder Sepsis- Oder Ischamie-bedingten Gewebeschadi- 
gungen, insbesondere von neurotoxischen Storungen, Schlaganfal- 



medikamentosen Infarktlyse ( B. mit TPA, Reteplase oder mecha- 
5 nisch mit Laser oder Rotablator) und von Mikroinf arkten wahrend 
und nach Herzklappenersatz, Aneurismenresektionen und Herztrans- 
plantationen, Kopf- und Riickenmarkstraumen, Inf arkten der Niere 
(akutes Nierenversagen, akute Niereninsuf f izienz oder Schadigun- 
gen wahrend und nach einer Nierentransplantation) , Infarkten der 

10 Leber (Leberversagen, Schadigungen wahrend oder nach einer Leber- 
transplantation) , peripheren Neuropathien, AIDS Demenz, septi- 
schen Schocks, Diabetes, Trauma ( Schadel-Hirn-Trauma) , Massenblu- 
tung, Subarachnoidal-Blutungen, Alzheimerkrankheit , multipler In- 
f arkt-Dementia, Huntington-Erkrankung, Epilepsie , Parkinsonscher 

15 Krankheit, amyotropher lateraler Sklerose, Nierenversagen, dar- 
uber hinaus bei der Chemotherapie von Tumoren und Verhinderung 
von Metastasierung sowie zur Behandlung von Entziindungen und 
rheumatischen Erkrankungen , z. B. der rheumatischen Arthritis; 
ferner bei der Behandlung einer Revaskularisation kritisch ver- 

20 engter Koronararterien und kritisch verengter peripherer Arte- 
rien, z. B. Beinarterien. 

Nichtlimitierende Beispiele fur Tumoren sind Leukamie, Gliobla- 
stome, Lymphome, Melanome, Mamma- und Cervicalkarzinome etc. 



Die vorliegende Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die bei- 
liegenden Figuren naher beschrieben. Dabei zeigt: 

Figur 1 ein Sequenz-Alignment von menschlichem PARP (humanPARPl) 
30 und zwei erf indungsgemaG bevorzugte PARPs (humanPARP2, human- 
PARP3, murinPARP3 ) . Sequenzubereinstimmungen zwischen humanPARPl 
und humanPARP2, humanPARP3 bzw. murinPARP3 sind umrahmt darge- 
stellt. Die Majoritatssequenz ist uber dem Alignment angegeben. 
Die Zink-Finger Motive von humanPARPl befinden sich in den Se- 
35 quenzabschnitten entsprechend den Amniosaureresten 21 bis 56 und 
125 bis 162; 

Figur 2 Northern Blots mit unterschiedlichen menschlichen Geweben 
zur Veranschaulichung der Gewebeverteilung des erf indungsgemaflen 
40 PARP 2 und PARP3-Molekule . Bahn 1: Gehirn; Bahn 2: Herz; Bahn 3: 
Skelettmuskel; Bahn 4: Dickdarm; Bahn 5: Thymus; Bahn 6: Milz; 
Bahn 7: Niere; Bahn 8: Leber; Bahn 9: Dunndarm; Bahn 10: Pla- 
zenta; Bahn 11: Lunge; Bahn 12: Periphere Blutleukozyten; die je- 
weilige Lage der Groflenstandards (kb) ist angegeben. 



len, Myokard-Inf arkten, Schadigungen, die wahrend oder nach der 
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Figur 3 einen Northern Blot mit weiteren unterschiedlichen 
menschlichen Geweben zur Veranschaulichung der Gewebeverteilung 
des erf indungsgemafien PARP3-Molekuls . Bahn 1: Herz; Bahn 2: Ge- 
hirn; Bahn 3: Plazenta; Bahn 4: Lunge; Bahn 5: Leber; Bahn 6: 
5 Skelettmuskel; Bahn 7: Niere; Bahn 8: Pankreas; die jeweilige 
Lage der Grofienstandards (kD) ist angegeben. 

Figur 4 einen Western Blot mit unterschiedlichen menschlichen Ge- 
weben zur Veranschaulichung der Gewebeverteilung des erfin-dungs- 
10 gemaflen PARP3-Molekiils auf Protein Ebene. Bahn 1: Herz; Bahn 2: 
Lunge; Bahn 3: Leber; Bahn 4: Milz; Bahn 5: Niere; Bahn 6: Dick- 
darm; Bahn 7: Muskel; Bahn 8: Him; die jeweilige Lage der Gro- 
fienstandards (kD) ist angegeben 

15 Figur 5 einen Western Blot mit unterschiedlichen menschlichen Ge- 
weben zur Veranschaulichung der Gewebeverteilung des erfin-dungs- 
gemaJ3en PARP3-Molekiils • Bahn 1: Frontaler Cortex; Bahn 2: Poste- 
rior Cortex; Bahn 3: Cerebellum; Bahn 4: Hippocampus; Bahn 5: Ol- 
factory Bulb; Bahn 6: Striatum; Bahn 7: Thalamus; Bahn 8: Mid- 
20 brain; Bahn 9: Entorhinal Cortex; Bahn 10: Pons; Bahn 11: Me- 
dulla; Bahn 12: Ruckenmark. 

Figur 6 eine schematische Darstellung des PARP-Assays (ELISA) 

25 Figur 7 eine schematische Darstellung des PARP-Assays (HTRF) 

Weitere bevorzugte Ausf uhrungsf ormen der Erfindung sind in den 
folgenden Abschnitten beschrieben. 

30 PARP-Homologe und funktionale Aquivalente 

Soweit keine anderen Angaben gemacht werden, werden im Rahmen der 
vorliegenden Beschreibung Aminosauresequenzen beginnend mit dem 
N-Terminus angegeben. Wird der Ein-Buchstaben-Code fur Aminosau- 
35 ren verwendet, so steht G fiir Glycin, A fur Alanin, V fiir Valin, 
L fiir Leucin, I fiir Isoleucin, S fur Serin, T fiir Threonin, D fiir 
Asparaginsaure, N fiir Asparagin, E fiir Glutaminsaure , Q fiir Glut- 
amin, W fiir Tryptophan, H fiir Histidin, R fiir Arginin, P fur Pro- 
lin, K fur Lysin, Y fur Tyrosin, F fur Phenylalanin, C fur Cy- 
40 stein und M fiir Methionin. 

Die vorliegenden Erfindung ist nicht auf die oben konkret be- 
schriebenen PARP-Homologen beschrankt. Vielmehr werden auch sol- 
che Homologen erfaflt, welche funktionale Aquivalente davon dar- 
45 stellen. Funktionale Aquivalente umfassen sowohl naturliche, wie 
z.B. Spezies-spezif ische oder Organ-spezif ische, als auch kiinst- 
lich erzeugte Varianten der hierin konkret beschriebenen Pro- 
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teine. Erf indungsgemaiJe funktionale Aquivalente unterscheiden 
sich durch Addition, Substitution, Inversion, Insertion und/oder 
Deletion von einem oder mehreren Aminosaureresten von humanPARP2 
(SEQ ID NO:2), humanPARP3 (SEQ ID NO: 4 und 6) und mausPARP3 (SEQ 
5 ID NO: 8 und 10), wobei wenigstens noch die NAD-Bindungsf unktion 
des Proteins, vermittelt durch eine funktionale katalytische C- 
terminale Domane, erhalten bleibt. Ebenso sollte vorzugsweise die 
Poly(ADP-ribose)-erzeugende katalytische Aktivitat erhalten blei- 
ben. Funktionale Aquivalente umfassen gegebenenf alls auch solche 
10 Varianten, in denen die Leucin-Zipper-ahnliche Region im wesent- 
lichen erhalten bleibt. 

Dabei konnen beispielsweise, ausgehend von der Sequenz fur human- 
PARP2 oder humanPARP3 bestimmte Aminosauren durch solche mit ahn- 

15 lichen physikochemischen Eigenschaf ten (Raumerf iillung, Basizitat, 
Hydrophobizitat etc.) ersetzt werden. Beispielsweise konnen Argi- 
ninreste gegen Lysinreste, Valinreste gegen Isoleucinreste oder 
Asparaginsaurereste gegen Glutaminsaurereste ausgetauscht werden. 
Es konnen aber auch ein oder mehrere Aminosauren in ihrer Reihen- 

20 folge vertauscht, hinzugefugt oder entfernt werden, oder es kon- 
nen mehrere dieser MaJinahmen miteinander kombiniert werden. Die 
der art gegeniiber der humanPARP2- oder humanPARP3- Sequenz veran- 
derten Proteine besitzen wenigstens 60 %, bevorzugt wenigstens 75 
%, ganz besonders bevorzugt wenigstens 85 % Homologie zur Aus- 

25 gangssequenz, berechnet nach dem Algorithmus von Pearson und Lip- 
man, Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. 

Folgende Homologien wurden auf Aminosaureebene bzw. DNA-Ebene 
zwischen humanPARPl, 2 und 3 bestimmt (FastA-Programm, Pearson 
30 und Lipman, a.a.O.): 
Aminosaure-Homologien : 



35 





Prozent Identitat 


Prozent Identitat in 
PARP-Signature 


PARP 1 / PARP2 


41,97% (517) 


86% (50) 


PARP1/PARP3 


33,81% (565) 


53,1% (49) 


PARP 2 /PARP 3 


35,20% (537) 


53,1% (49) 



Zahlen in Klammern geben die Anzahl der iiberlappenden Aminosauren 
40 an. 
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Prozent Identitat 
im ORF 


Prozent Identitat in 
PARP-Signature 


PARP1/PARP2 


60,81% (467) 


77,85% (149) 


PARP1/PARP3 


58,81% (420) 


59,02% (61) 


PARP2/PARP3 


60,22% (269) 


86,36% (22) 



10 



Zahlen in Klammern geben die Anzahl der uberlappenden Nukleotide 
an . 
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Die erf indungsgemaflen Polypeptide lassen sich aufgrund der hohen 
Ahnlichkeit im Bereich der katalytischen Domane als homologe 
Poly ( ADP-ribose ) polymerasen klassif izieren . 



Erf indungswesentlich ist aufierdem, dafl die neuen PARP-Homologen 
keine herkommlichen Z ink-Finger Motive aufweisen. Das bedeutet, 
da/3 diese Enzyme nicht notwendigerweise oder in einer von PARP1 
verhindernden Weise in die DNA-Reparatur involviert ist, wohl 

20 aber noch ihren pathologischen Mechanism (NAD + -Verbrauch und somit 
Energieverbrauch durch ATP-Konsum) ausiiben konnen. Die starke 
Proteinexpression vor allem von PARP3, die im Western-Blot zu be- 
obachten ist, laJJt eine bedeutende Rolle im NAD-Verbrauch vermu- 
ten. Dies ist von besonderer Bedeutung fiir die Wirkstof f entwick- 

25 lung. Potentielle neue Inhibitoren gegen die erf indungsgemaBen 
Polymerasen konnen also die pathologischen Funktionen hemmen, 
ohne negative Effekte auf die gewiinschten physiologischen Eigen- 
schaften zu haben. Mit Inhibitoren gegen die bislang bekannte 
PARPs war dies nicht moglich, da auch immer die DNA-Reparatur- 

30 funktion mitinhibiert wurde. Die potentiell mutagene Wirkung be- 
kannter PARP-Inhibitoren ist somit leicht verstandlich . Ferner 
ist es denkbar, PARP-Inhibitoren so zu gestalten, daJ5 sie mit ho- 
her Affinitat alle PARP-Homologen effektiv inhibieren. In diesem 
Fall ist gegebenenf alls eine potenzierte Wirkung denkbar. 



35 



40 



Das erf indungsgemaJi bevorzugte PARP-Homologe gemaii SEQ ID NO: 2 
(human PARP2) laBt sich vorteilhaf terweise aus dem menschlichen 
Hirn, Herz, skelettmuskel, Niere und Leber isolieren. In anderen 
Geweben oder Organen ist humanPARP2 deutlich schwacher expri- 
miert . 



Das erf indungsgema/5 bevorzugte PARP-Homologe gemafl SEQ ID NO: 4 
und 6 (humanPARP3) lafit sich vorteilhaf terweise aus dem menschli- 
chen Hirn (hier sehr spezifisch aus dem Hippocampus), Herz, Ske- 
45 lettmuskel, Leber oder Niere isolieren. In anderen Geweben oder 
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Organen f wie Muskel Oder Leber, ist humanPARP3 deutlich schwacher 
exprimiert . 

Der mit der Proteinisolierung vertraute Fachmann wird zur Gewin- 
5 nung erf indungsgemafler natiirlicher PARPs aus Geweben oder erfin- 
dungsgemaJ3er rekombinant hergestellter PARPs aus Zellkulturen die 
dazu jeweils am geeignetste Kombination von praparativen Verfah- 
rensmaflnahmen ergreifen. Geeignete praparative Standardmethoden 
sind zum Beispiel beschrieben in Cooper, T.G., Biochemische Ar- 
10 beitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in 
Scopes, R. Protein Purification, Springer Verlag, New York, Hei- 
delberg, Berlin. 

Gegenstand der Erfindung sind auflerdem PARP2- und PARP3-Homologe, 
15 welche zwar aus anderen eukaryotischen Spezies, d.h. Evertebraten 
( Invertebraten) oder Vertebraten, insbesondere anderen Saugern, 
wie z.B. Maus, Ratte, Katze, Hund, Schwein, Schaf, Rind, Pferd, 
oder Affe oder aus anderen Organen, wie z.B. Myokard, isolierbar 
sind, aber die wesentlichen, von den erf indungsgemaiJen PARPs vor- 
20 gegebenen strukturellen und funktionellen Eigenschaf ten besitzen. 

Insbesondere das aus menschlichem Hirn isolierbare humanPARP2 und 
dessen funktionale Aquivalente sind bevorzugte Agenzien fiir die 
Entwicklung von Inhibitoren gegen Schlaganf all . Es kann namlich 

25 angenommen werden, daB die Wirkstoff entwicklung, basierend auf 
PARP2 als Indikator, die Entwicklung von Inhibitoren ermoglicht, 
welche fiir die Anwendung an menschlichem Gehirn optimiert sind. 
Es ist jedoch nicht auszuschlieflen, dafi auf Basis von PARP2 ent- 
wickelte Inhibitoren auch zur Therapierung PARP-vermittelter pa- 

30 thologischer Zustande anderer Organe einsetzbar sind. Anhand der 
Gewebeverteilung der erf indungsgemaflen Proteine sind vor allem 
Indikationen von Interesse, die auf ischamischen Zustanden ent- 
sprechender Organe beruhen (Ischamie der Hirns ( Schlaganf all ) , 
der Herzens ( Herzinf arkt ) , Schadigungen, die wahrend oder nach 

35 der Infarktlyse (z. B. mit TP A, Reteplase oder mechanisch mit La- 
ser oder Rotoblator) und von Mikroinf arkten wahrend und nach 
Herzklappenersatz , Aneurysmenresektionen und Herztransplantatio- 
nen, der Niere (akuten Nierenversagen, akute Niereninsuf f izienz 
oder Schadigungen wahrend und nach einer Nierentransplantation) , 

40 Schadigung der Leber oder der Skelettmuskulatur) . Ferner sind Be- 
handlung und Prophylaxe von neurodegenerativen Erkrankungen denk- 
bar, die nach Ischamie, Trauma ( Schadel-Hirn-Trauma) , Massenblu- 
tung, Subarachnoidal-Blutungen und Schlaganf all auftreten, sowie 
von neurodegenerativen Erkrankungen, wie multipler Inf arkt-Demen- 

45 tia, Alzheimer Krankheit, Huntington Krankheit und Epilepsien, 
insbesondere von generalisierten epileptischen Anfallen, wie 
z. B. Petit mal, und tonisch-clonischen Anfallen und partiell 
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epileptischen Anf alien, wie Temporal Lope, und komplex-partiellen 
Anf alien. Ferner konnen besagte Proteine relevant sein bei der 
Behandlung einer Revaskularisation kritisch verengter Koronarar- 
terien und kritisch verengter peripherer Arterien, z. B. Beinar- 
5 terien. Dariiber hinaus konnen besagte Proteine eine Rolle spielen 
bei der Chemotherapie von Tumoren und bei der Verhinderung von 
Metastasierungen sowie bei der Behandlung von Entzundungen und 
rheumatischen Erkrankungen, z. B. der rheumatischen Arthritis. 
Weitere pathologische Zustande dieser und anderer Organe sind 
10 denkbar. 

Ahnlich wie PARPl werden auch PARP2 und 3 durch geschadigte DNA, 
wenn auch durch einen vermutlich anderen Mechanismus aktiviert. 
Eine Bedeutung in der DNA-Reparatur ist denkbar. Die Blockade der 
15 erf indungsgemaflen PARPs wiirde auch in Indikationen, wie Krebs, 

von Nutzen sein (z.B. in der Radiosensitisierung von Tumorpatien- 
ten) . 

Eine weitere wesentliche biologische Eigenschaft von erfindungs- 
20 gemafien PARPs und deren funktionalen Aquivalenten ist in deren 
Befahigung zur Bindung eines Interaktionspartners zu sehen. Im 
Unterschied zur bislang bekannten PARPs aus hoheren Eukaryoten, 
wie insbesondere Saugern, verfiigen humanPARP2 und 3 uber poten- 
tielle sogenannte Leucin-Zipper-Motive . Dies ist ein typisches 
25 Motiv fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen. Diese Motive erlauben 
mdglicherweise eine Modulation der PARP-Aktivitat durch einen In- 
teraktionspartner . Somit liefert auch dieses zusatzliche Struk- 
turelement einen moglichen Ansatzpunkt fur die Entwicklung von 
PARP-Ef f ektoren, wie z.B. Inhibitoren. 

30 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind somit Proteine, die 
mit PARP2 und/oder 3 wechselwirken, bevorzugt solche, die ihre 
Aktivierung Oder Inaktivierung bewirken. 

35 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind auch Proteine, die 
noch die oben genannte Ligandenbindungsaktivitat aufweisen und 
die ausgehend von den konkret offenbarten Aminosauresequenzen 
durch gezielte Veranderungen herstellbar sind. 

40 Ausgehend von der Peptidsequenz der erf indungsgema!3en Proteine 

konnen synthetische Peptide generiert werden, die einzeln Oder in 
Kombination als Antigene fiir die Produktion von polyklonalen oder 
monoklonalen Antikorpern eingesetzt werden. Es ist auch moglich, 
das PARP-Protein oder Bruchstucke davon zur Generierung von Anti- 

45 korpern einzusetzen. Gegenstand der Erfindung sind somit auch 

Peptidfragmente erf indungsgemafier PARP-Proteine, welche charakte- 
ristische Teilsequenzen umfassen, insbesondere solche Oligo- oder 
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Polypeptide, welche wenigstens eines der oben genannten Sequenz- 
motive umfaflt. Solche Fragmente sind beispielsweise durch proteo- 
lytischen Verdau von PARP-Proteinen Oder auf chemischem Weg durch 
Peptidsynthese erhaltlich. 

5 

Neue spezifische PARP-Bindungspartner 

Unter Verwendung der oben beschriebenen spezifischen Assay-Sy- 
10 steme fur Bindungspartner von PARPl, PARP2 und PARP3 wurden ak- 
tive und selektive Inhibitoren gegen die erf indungsgemaBen Pro- 
teine entwickelt. 

Erf indungsgemaB bereitgestellte Inhibitoren besitzt gegeniiber 
15 PARP2 eine stark ausgepragte inhibitorische Aktivitat. Die 

Ki-Werte konnen dabei weniger als etwa 1000 nM, wie z. B. weniger 
als etwa 700 nM, weniger als etwa 100 nM und weniger als etwa 
30 nM, wie z.B. etwa 1 bis 20 nM, betragen, 

20 Erf indungsgemafl bevorzugte Inhibitoren besitzen eine uberraschend 
ausgepragte Selektivitat fiir PARP2 . Das Verhaltnis Ki(PARPl) : 
Ki(PARP2) fiir erf indungsgemafle Inhibitoren ist namlich z,B, grpfier 
als 5, vorzugsweise groBer als 10, und insbesondere grower als 20 
und liegt beispielsweise im Bereich von etwa 30 bis 100, wie z.B, 

25 etwa 40 bis 80. Eine weitere Gruppe von Inhibitoren wurde so ent- 
wickelt, dafl sie PARPl und PARP2 gleichzeitig inhibieren. 

Beispielhaft ist zu nennen 2 ( 4 ( 2-( N,N-Diethylamino) eth-l-yloxy ) - 
phenyl )-benzimidazol-4-carbonsaureamid. Diese Verbindung zeigte 
30 eine Selektivitat von PARP2 (K ± =7nM) gegen PARPl (Ki=200nM). 

Fur PARP-Homologe kodierende Nukleinsauren: 

Wenn keine anderen Angaben gemacht werden so erfolgt im Rahmen 
35 der vorliegenden Beschreibung die Angabe der Nukleotidsequenzen 
von 5'- in 3'-Richtung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauresequenzen, 
die fur die oben genannten Proteine, insbesondere fiir solche mit 

40 der in SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 und 10 dargestellten Aminosaurese- 
quenz, kodieren, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. Erfin- 
dungsgemaU brauchbare Nukleinsauresequenzen umfassen auch Allel- 
varianten, die, wie oben fiir die Aminosauresequenzen beschrieben, 
durch Deletion, Inversion, Insertion, Addition und/oder Substitu- 

45 tion von Nukleotiden, vorzugsweise von Nucleotiden gemafl SEQ ID 
NO: 1, 3, 7 und 9, erhaltlich sind, wobei die biologischen Eigen- 
schaften bzw. die biologische Aktivitat des korrespondierenden 
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Genprodukts aber im wesentlichen erhalten bleibt. Brauchbare Nu- 
kleotidsequenzen erhalt man beispielsweise durch stumme (ohne 
Veranderung der Aminosauresequenz ) Oder konservative (Austausch 
von Aminosauren gleicher Grofle, Ladung, Polaritat oder Loslich- 
5 keit) Nukleotidsubstitutionen. 

Weiterhin umfassen erf indungsgemafle Nukleinsauresequenzen auch 
funktionelle Aquivalente der Gene, wie eukaryontische Homologe 
beispielsweise aus Evertebraten, wie Caenorhabditis oder Droso- 
10 phila, oder Vertebraten, vorzugsweise aus den oben beschriebenen 
Saugern. Bevorzugt sind Gene aus Vertebraten, die fiir ein Genpro- 
dukt kodieren, das die oben beschriebenen, erf indungswesentlichen 
Eigenschaf ten besitzt. 

15 Die erf indungsgemaften Nukleinsauren konnen in herkommlicher Weise 
auf verschiedenen Wegen erhalten werden: 

Beispielsweise kann eine genomische oder eine cDNA-Bibliothek auf 
DNA durchmustert werden, die fiir ein PARP-Molekul oder einen Teil 

20 davon kodiert. Beispielsweise kann eine aus menschlichem Gehirn, 
Herz oder Niere gewonnene DNA-Bibliothek mit einer geeigneten 
Sonde, wie z.B einem markierten Einzelstrang-DNA-Fragment durch- 
mustert werden, die einer aus SEQ ID NO: 1 oder 3 ausgewahlten 
Teilsequenz geeigneter Lange oder dazu komplementaren Sequenz 

25 entspricht. Dazu konnen beispielsweise die in einen geeigneten 
Klonierungsvektor uberfiihrten DNA-Fragmente der Bibliothek nach 
Transformation in ein Bakterium auf Agarplatten ausplattiert wer- 
den. Die Klone konnen anschlieJ3end auf Nitrozellulose-Filter 
ubertragen und nach Denaturierung der DNA mit der markierten 

30 Sonde hybridisiert werden. Positive Klone werden dann isoliert 
und charakterisiert . 

Die fiir erf indungsgemafle PARP-Homologe oder Teilf ragmente kodie- 
rende DNA kann auch ausgehend von den in vorliegender Anmeldung 
35 enthaltenen Sequenzinf ormationen chemisch synthetisiert werden. 
Beispielsweise konnen hierfiir Oligonukleotide mit einer Lange von 
etwa 100 Basen in an sich bekannter Weise synthetisiert und se- 
quentiell ligiert werden, indem man beispielsweise geeignete ter- 
minale Restriktionsschnittstellen vorsieht. 

40 

Die erf indungsgemaflen Nukleotidsequenzen sind auch mit Hilfe der 
Polymerase-Kettenreaktion (PGR) herstellbar. Dazu hybridisiert 
man eine Target-DNA, wie z.B. DNA aus einem geeigneten Full- 
Length-Klon, mit einem Paar synthetischer Oligonukleot id-Primer 
45 von etwa 15 Basen Lange, welche an den gegeniiberliegenden Enden 
der Target-DNA binden. AnschlieJ3end wird der dazwischenliegende 
Sequenzabschnitt mit DNA-Polymerase aufgefullt. Die mehrfache 
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Wiederholung dieses Cyclus erlaubt eine Amplif izierung der Tar- 
ge t-DNA (vgl. White et al.(1989), Trends Genet. 5, 185) 

Weiterhin sind unter den erf indungsgemaflen Nukleinsauresequenzen 
5 auch verkiirzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA Oder RNA der kodieren- 
den und nichtkodierenden, komplementaren DNA-Sequenz, mRN A- Se- 
quenzen und davon abgeleitete cDNAs zu verstehen. 

Die Erfindung umfaflt weiterhin die mit obigen Sequenzen unter 
10 stringenten Bedingungen hybridisierenden Nukleotidsequenzen. 
Stringente Hybridisierungsbedingungen im Sinne der voriiegenden 
Erfindung sind gegeben, wenn die hybridisierenden Sequenzen eine 
Homologie von etwa 70 bis 100%, wie z.B etwa 80 bis 100% oder 90 
bis 100%, aufweisen ( vorzugsweise in einem Aminosaureabschnitt 
15 von mindestens etwa 40, wie z.B. etwa 50, 100, 150, 200, 400 oder 
500 Aminosauren) . 

Stringente Bedingungen fur das Screening von DNA, insbesondere 
cDNA-Banken, sind z.B gegeben, wenn man bei einer Temperatur von 
20 etwa 60°C mit 0,1X SSC-Puffer (20X SSC-Puffer = 3M NaCl, 0,3M Na- 
triumcitrat , pH 7,0) und 0,1% SDS den Hybridisierungsansatz 
wascht . 

Northern-Blot-Analysen werden unter stringenten Bedingungen bei- 
25 spielseweise bei einer Temperatur von etwa 65 °C mit 0,1X SSC, 
0,1% SDS gewaschen. 

Nukleinsaurederivate und Expressionskonstrukte : 

30 Unter den Nukleinsauresequenzen sind auch Derivate, wie bei- 
spielsweise Promotorvarianten oder alternative Spleiflvarianten, 
zu verstehen. Die Promotoren, die den erf indungsgemaBen Nukleo- 
tidsequenzen unter operativer Verkniipfung vorgeschalten sind, 
konnen dabei durch Nukleotidaddition(en) oder -substitution ( en ) , 

35 Inversion ( en ) , Insertion(en) und/oder Deletion(en) verandert 

sein, ohne da/3 aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Pro- 
motoren beeintrachtigt wird. Des weiteren konnen die Promotoren 
durch Veranderung ihrer Sequenz in ihrer Wirksamkeit erhoht oder 
komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder Organismen 

40 ausgetauscht werden. Oben beschriebene Promotorvarianten werden 
zur Herstellung von erf indungsgemaBen Expressionskassetten heran- 
gezogen. 

Als konkrete Beispiele fur humanPARP2-Splei!3varianten sind zu 
45 nennen: 
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Variante humanPARP2a: Deletion der Basenpaare 766 bis 904 (vgl. 
SEQ ID NO:l). Dies fuhrt zu einem Frame-Shift mit einera neuen 
Stop-Codon ("TAA" gemafl Nucleotiden 922 bis 924 in SEQ ID N0:1). 
Variante humanPARP2b: Insertion von 
5 5'- gta tgc cag gaa ggt cat ggg cca gca aaa ggg tct ctg -3' 

nach Nukleotid 204 (SEQ ID N0:1). Dies verlangert die Aminosaure- 
sequenz urn den Einschub: GMPGRSWASKRVS 

Unter Nukleinsaurederivaten sind auch Varianten zu verstehen, de- 
10 ren Nukleotidsequenz im Bereich von -1 bis -1000 vor dem Startko- 
don so verandert wurden, daB die Genexpression und/oder die Pro- 
teinexpression erhoht wird. 

Neben der oben beschriebenen Nukleotidsequenz umfassen erfin- 
15 dungsgemafl brauchbare Nukleinsaurekonstrukte in funktioneller , 
operativer Verkniipfung einer oder mehrerer weiterer regulativer 
Sequenzen, wie Promotoren, Amplif ikationssignale , Enhancer, Poly- 
adenylierungssequenzen , Replikationsurspriinge , Reportergene , se- 
lektierbare Markergene und dergleichen. Diese Verknupfung kann je 
20 nach gewiinschter Anwendung zu einer Erhohung oder Erniedrigung 
der Genexpression fiihren. 

Zusatzlich zu den neuen Regulationssequenzen kann die natiirliche 
Regulationssequenz vor den eigentlichen Strukturgenen noch vor- 

25 handen sein. Durch genetische Veranderung kann diese. natiirliche 
Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die Expression der 
Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aber 
auch einfacher. aufgebaut sein, das heiflt, es werden keine zusatz- 
lichen Regulationssignale vor die Strukturgene insertiert und der 

30 natiirliche Promotor mit seiner Regulation wird nicht entfernt. 
Stattdessen wird die natiirliche Regulationssequenz so mutiert, 
da!3 keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gestei- 
gert oder verringert wird. Auch am 3'-Ende der Nukleinsaurese- 
quenzen konnen zusatzliche vorteilhafte regulatorische Elemente 

35 insertiert werden. Die Nukleinsauresequenzen konnen in einer oder 
mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

Vorteilhafte Regulationssequenzen fur das erf indungsgemaJ3e Ex- 
pressionsverf ahren sind beispielsweise in Promotoren wie cos-, 

40 tac-, trp-, tet-, trp-tet-, lpp-, lac-, Ipp-lac-, laclq-, T7-, 
T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, 1-PR- oder im 1-PL-Promotor 
enthalten, die vorteilhaf terweise in gram-negativen Bakterien An- 
wendung finden. Weitere vorteilhafte Regulationssequenzen sind 
beispielsweise in den gram-positiven Promotoren amy und SP02, in 

45 den Hef epromotoren ADC1, MFa , AC, P-60, CYC1, GAPDH oder in den 
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Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp f STLS1, B33, nos 
Oder im Ubiquitin- Oder Phaseolin-Promotor enthalten. 

Prinzipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren Regula- 
5 tionssequenzen verwendet werden. Daruberhinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 



Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Ex- 
pression der Nukleinsauresequenzen und der Proteinexpression er- 
10 moglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus be- 
deuten, daJ3 das Gen erst nach Induktion exprimiert oder uberex- 
primiert wird, oder daJ3 es sofort exprimiert und/oder uberexpri- 
miert wird. 

15 Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 

20 hancer" verwendet werden- Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNA verbessert wird. 

Unter "Enhancer" sind beispielsweise DNA-Sequenzen zu verstehen, 
25 die iiber eine verbesserte Wechselwirkung zwischen RNA-Polymerase 
und DNA eine erhohte Expression bewirken. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw, Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhaf terweise 

30 in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fach- 
mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" 
(Pouwels P. H . et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufler Plasmiden auch 

35 alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren wie beispielsweise 
Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Trans- 
posons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirku- 
lare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsor- 
ganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

40 

Expression der Konstrukte: . 

Vorteilhaf terweise werden die oben beschriebenen erf indungsgema- 
13en rekombinanten Konstrukte in ein geeignetes wirtssystem einge- 
45 bracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann be- 
kannte gelaufige Klonierungs- und Trans fektionsmethoden verwen- 
det, urn die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssy- 
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stem zur Expression zu bringen. Geeignete Systeme werden bei- 
spielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, F . Aus- 
ubel et al., Hrsg., Wiley Interscience, Nev York 1997, beschrie- 
ben. 

5 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemaflen Nukleinsauren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate 
oder des rekombinanten Nukleinsaurekonstrukts ermoglichen. Unter 

10 Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, Pilze, Hefen, 

pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Orga- 
nismen sind Bakterien, wie solche der Gattungen Escherichia, wie 
z.B. Escherichia coli, Streptomyces , Bacillus oder Pseudomonas, 
eukaryotische Mikroorganismen, wie Saccharomyces cerevisiae, As- 

15 pergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Tieren oder Pflanzen, 
beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. 

Gewiinschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren, wie insbesondere Mausen, Schafen oder 
20 transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den 

transgenen Organismen kann es sich auch urn sogenannte Knock-Out 
Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endo- 
gene Gen ausgeschaltet wurde, wie z.B. durch Mutation oder par- 
tielle oder vollstandige Deletion. 

25 

Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie bei- 
spielsweise Plasmide mit dem RNA-Polymerase/Promoter System, die 
Phagen X, \i oder andere temperente Phagen oder Transposons und/ 
30 oder weiteren vorteilhaf ten regulatorischen Sequenzen bilden ein 
Expressionssystem. Bevorzugt sind unter dem Begriff Expressions- 
systeme beispielsweise die Kombination aus Saugetier zellen, wie 
CHO-Zellen, und Vektoren, wie pcDNA3neo-Vektor , die fur Sauge- 
tierzellen geeignet sind, zu verstehen. 

35 

Wie oben beschrieben, kann das Genprodukt vorteilhaf t auch in 
transgenen Tieren, z.B. Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen 
zur Expression gebracht werden. Ebenso ist es moglich, zellfreie 
Translationssysteme mit der von der Nukleinsaure abgeleiteten RNA 
40 zu programmieren . 

Daruberhinaus kann das Genprodukt auch in Form therapeutisch oder 
diagnostisch geeigneter Fragmente exprimiert werden. Zur Isolie- 
rung des rekombinanten Proteins konnen vorteilhaft Vektorsysteme 
45 oder Oligonukleotide verwendet werden, die die cDNA urn bestimmte 
Nukleotidsequenzen verlangern und damit fur veranderte Polypep- 
tide kodieren, die einer einfacheren Reinigung dienen. Derartige 
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geeignte Modif ikationen sind beispielsweise als Anker fungierende 
sogenannte "Tags", wie z.B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte 
Modif ikation, oder Epitope, die als Antigene von Antikorpern er- 
kannt werden konnen (beschrieben zum Beispiei in Harlow, E . and 
5 Lane, D., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Har- 
bor (N.Y.) Press). Diese Anker konnen zur Anheftung der Proteine 
an einen festen Trager, wie z.B. einer Polymermatrix, dienen, 
die beispielsweise in einer Chromatographiesaule eingef ullt sein 
kann, oder an einer Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Tra- 
10 ger verwendet werden kann. 

Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine 
verwendet werden. Zur Erkennung der Proteine konnen auBerdem ub- 
liche Marker, wie Fluoreszenzf arbstof f e, Enzymmarker , die nach 
15 Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt 
bilden, oder radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit 
den Ankern zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 



Herstellung von Antikorpern: 



20 



Die Herstellung von Anti-PARP2 -Antikorpern erfolgt in einer dem 
Fachmann gelaufigen Weise. Mit Antikorpern sind sowohl polyklo- 
nale, monoklonale, humane oder humanisierte Antikorper oder Frag- 
mente davon, single chain Antikorper oder auch synthetische Anti- 

25 korper gemeint, ebenso wie Antikorper f ragmente , wie Fv, Fab und 
(Fab) '2* Geeignete Herstellungsverf ahren sind z.B. beschrieben in 
Campbell, A.M., Monoclonal Antibody Technology, (1987) Elsevier 
Ver lag, Amsterdam, New York, Oxford und in Breitling, F. und Du- 
bel, S . , Rekombinante Antikorper ( 1997 ) , Spektrum Akademischer 

30 Ver lag, Heidelberg. 

Weitere Anwendung der kodierenden Sequenz: 

Die vorliegende cDNA bietet auflerdem die Voraussetzung, die geno- 
35 mische Sequenz des neuen PARP-Gens zu klonieren. Darunter fallt 
auch die dazugehorige regulatorische oder Promotorsequenz , die 
beispielsweise durch Sequenzierung des 5 ' -stromauf warts gelegenen 
Bereiches der erf indungsgemaflen cDNA zuganglich wird. Die Sequen- 
zinformation der cDNA ist auch die Grundlage fiir die Herstellung 
40 von Antisense-Molekiilen oder Ribozymen mit Hilfe bekannter Metho- 
den (vgl. Jones, J.T. und Sallenger, B.A. (1997) Nat. Biotechnol. 
15, 902; Nellen, W. und Lichtenstein, C. (1993) TIBS, 18, 419). 
Die genomische DNA kann ebenfalls zur Herstellung der oben be- 
schriebenen Genkonstrukte verwendet werden. 

45 
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Eine weitere Moglichkeit des Einsatzes der Nukleotidsequenz oder 
Teilen davon ist die Erzeugung transgener Tiere. Transgene Uber- 
expression oder genetischer Knockout der Sequenzinf ormation in 
geeigneten Tiermodellen kann wertvolle weitere Inf ormationen iiber 
die (Patho-)Physiologie der neuen Enzyme liefern. 



Therapeutische Anwendungen: 

In Situationen, in denen ein Mangel an einem erf indungsgemaflen 
10 Protein herrscht, konnen mehrere Methoden zur Substituierung ein- 
gesetzt werden. Zum einen kann das Protein, natiirlich oder rekom- 
binant direkt, oder gentherapeutisch in Form seiner kodierenden 
Nukleinsaure (DNA oder RNA) appliziert werden. Dazu konnen belie- 
bige Vektoren beispielsweise sowohl virale, als auch nichtvirale 
15 Vehikel zum Einsatz kommen. Geeignete Methoden werden beispiels- 
weise beschrieben von Strauss und Barranger in Concepts in Gene 
Therapy (1997), Walter de Gruyter, Hrsg. Eine weitere Alternative 
bietet die Stimulation des endogenen, korpereigenen Genes durch 
geeignete Mittel. 

20 

Auch der turn-over oder die Inaktivierung erf indungsgemaJ3er 
PARPs, z.B. durch Proteasen, konnen blockiert werden. Schliefllich 
konnen Inhibitoren oder Agonisten erf indungsgemafler PARPs zum 
Einsatz gelangen. 

25 

In Situationen, in denen uberschiissiges PARP oder uberaktiviertes 
PARP vorliegt, konnen unterschiedliche Typen von Inhibitoren ein- 
gesetzt werden. Diese Inhibition kann sowohl durch Antisense-Mo- 
lekule, Ribozyme, Oligonukleotide oder Antikorper, als auch durch 
30 niedermolekulare Verbindungen erreicht werden. 



Nicht-therapeutische Anwendungen: 

Weiterhin konnen die erf indungsgemaflen Nukleinsauren, wie z.B. 
35 cDNA, die genomische DNA, der Promotor, als auch das Polypeptid, 
sowie Teilfragmente davon in rekombinanter oder nichtrekombinan- 
ter Form zur Ausarbeitung von verschiedenen Testsystemen verwen- 
det werden. 



40 Beispielsweise kann ein Testsystem etabliert werden, das geeignet 
ist, die Aktivitat des Promotor s oder des Proteins in Anwesenheit 
einer Testsubstanz zu messen. Bevorzugt handelt es sich dabei urn 
einfache, z.B. color imetrische, luminometrische, f luorimetrische , 
immunologische oder radioaktive, Mefimethoden, die die schnelle 

45 MeBbarkeit, vorzugsweise einer Vielzahl von Testsubstanzen erlau- 
ben. Derartige Tests eignen sich vorteilhaft fur ein sogenanntes 
High-Throughput-Screening. Diese Testsysteme erlauben eine Bewer- 
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tung von Testsubstanzen in Bezug auf deren Bindung an oder deren 
Agonisierung, Antagonisierung oder Inhibition von erf indungsgema- 
Ben Proteinen. 

5 Die Bestimmung von Menge, Aktivitat und Verteilung der erfin- 
dungsgemaBen Proteine oder ihrer zugrundeliegenden mRNA im 
menschlichen Korper kann zur Diagnose, zur Bestimmung der Predis- 
position und zum Monitoring bei bestimmten Erkrankungen dienen. 
Desgleichen kann die Sequenz der cDNA sowie der genomischen Se- 

10 quenz zu Aussagen iiber genetische Ursachen und Pradispositionen 
bestimmter Erkrankungen herangezogen werden. Dazu konnen sowohl 
DNA/RNA-Sonden als auch Antikorper verschiedenster Art benutzt 
werden. Weiterhin konnen die erf indungsgemaBen Nukleotidsequenzen 
oder Teile davon in Form geeigneter Sonden zur Aufdeckung von 

15 Punktmutationen, Deletionen oder Insert ionen dienen. 

Weiterhin konnen die erf indungsgemaBen Proteine benutzt werden, 
urn ihre natiirlichen Liganden oder Interaktionspartner zu bestim- 
men und zu isolieren. AuBerdem konnen die erf indungsgemaBen Pro- 

20 teine benutzt werden, um kunstliche oder synthetische Liganden zu 
bestimmen und zu isolieren. Dazu kann man das rekombinant herge- 
stellte oder gereinigte natiirliche Protein derart derivatisieren, 
daB es Modif ikationen tragt, die eine Verknupfung mit Tragermate- 
rialien erlauben. Derart gebundenen Proteine konnen mit unter- 

25 schiedlichen Analyten, wie z.B. Proteinextrakten oder Peptidbi- 
bliotheken oder anderen Quellen flir Liganden, inkubiert werden. 
Spezifisch gebundene Peptide, Proteine oder niedermolekulare, 
fiichtproteinogene Substanzen konnen so isoliert und charakteri- 
siert werden. Unter nichtproteinogenen Substanzen sind beispiels- 

30 weise niedermolekulare, chemische Substanzen zu verstehen, die 
beispielsweise aus der klassischen wirkstof f synthese oder aus so- 
genannten Substanzbibliotheken stammen konnen, die mit Hilfe der 
Kombinatorik synthetisiert worden sind. 

35 Die verwendeten Proteinextrakte sind beispielsweise abgeleitet 
aus Homogenaten von Pflanzen oder Pf lanzenteilen, Mikroorganis- 
men, menschlichen oder tierischen Geweben oder Organen. 

Liganden oder Interaktionspartner konnen ferner durch Verfahren, 
40 wie das Hefe "Two-Hybrid-System" identif iziert werden (Fields, S. 
und Song, 0. (1989) Nature, 340, 245). Die dabei einsetzbaren Ex- 
pressionsbanken sind beispielsweise ableitbar aus menschlichen 
Geweben, wie z.B. Gehirn, Herz, Niere usw. 

45 Die erf indungsgemaBen Nukleinsauresequenzen und die von ihnen ko- 
dierten Proteine konnen zur Entwicklung von Reagenzien, Agonisten 
und Antagonisten oder Inhibitoren zur Diagnose und Therapie von 
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chronischen und akuten Erkrankungen, die mit der Expression einer 
der erf indungsgemeLBen Proteinsequenzen, wie z.B. mit deren erhoh- 
ter Oder erniedrigter Expression assoziiert sind, eingesetzt wer- 
den. Die entwickelten Reagenzien, Agonisten, Antagonisten oder 
5 Inhibitoren konnen anschlieGend zur Herstellung von pharmazeuti- 
schen Zubereitungen zur Behandlung oder Diagnose von Krankheiten 
verwendet. Dabei kann es sich beispielsweise um Erkrankungen des 
Gehirns, des peripheren Nervensystems , des Her z-Kreislauf systems 
oder des Auges, von septischem Schock, der rheumatoiden Arthrits, 
10 Diabetes, akutes Nierenversagen, oder von Krebs handeln. 

Die Relevanz der erf indungsgemaflen Proteine fiir die genannten In- 
dikationen wurde mittels spezifischer Inhibitoren in relevanten 
Tiermodellen verifiziert (siehe Beispiele) . In einem Modell fiir 
15 neurodegenrative Erkrankungen (NMDA-Exzitotoxizitat ) war der spe- 



oxy) phenyl ) -benzimidazol-4-carbonsaureamid uberraschenderweise 
gut wirksam (ED50 <100 mg/kg). 

20 Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die folgenden Ausfuh- 
rungsbeispiele naher erlautert. 

Beispiel 1: Isolierung der PARP2- und PARP3-CDNA 

25 Bei der Sequenzanalyse von cDNA-Klonen einer cDNA-Bibliothek aus 
menschlichem Gehirn (Human Brain 5 'Stretch Plus cDNA Library, # 
HL3002a, Fa. Clontech) wurden die vorliegenden cDNA-Sequenzen 
erstmalig gefunden. Die Maus PARP3 Klone wurden aus einer "lTri- 
plex mouse brain cDNA library" (Clontech Bst.-Nr. ML5004t) iso- 

30 liert. Die Sequenzen dieser Klone sind in SEQ ID NO : 1 , 3, 7 und 9 
beschrieben. 

Beispiel 2: Expression von PARP2 bzw. PARP3 in menschlichen Gewe- 



35 

Die Expression von humanPARP2 bzw. humanPARP3 wurde in acht ver- 
schiedenen menschlichen Geweben mittels Northern Blot-Analyse un- 
ter sucht. Ein "Human Multiple Tissue Northern Blot ( MTN™ ) der 
Firma Clontech (#7760-1 und #7780-1) wurde dazu mit einer RNA- 

40 Sonde hybridisiert . Die Sonde wurde durch in vitro Transkription 
der entsprechenden cDNA von humanem PARP2 bzw, humanem PARP3 in 
Anwesenheit Digoxigenin-markierter Nukleotide nach Vorschrift des 
Herstellers (BOEHRINGER MANNHEIM DIG Easy Hyb Best. Nr. 1603 558, 
DIG Easy Hyb Vorschrift fiir RN A : RN A Hybridisierung) hergestellt. 

45 In Abanderung des Protokolls wurde die Vorhybridisierung: 2xlh 
unter Zugabe von Heringssperma DNA (lOmg/ml Hybridisierungslo- 
sung) durchgef Uhrt . Die Hybridisierung erfolgte dann uber Nacht 



zifische PARP2- Inhibitor 2 ( 4 ( 2-(N,N-Diethylamino)eth-l-yl- 
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unter Zugabe von Heringssperma DNA (lOmg/ml Hybridisierungslo- 
sung) . Die Detektion der Banden erfolgte unter Verwendung des 
CDP-Star Protokoll ( BOEHRINGER MANNHEIM CDP-Star™ Best* 
Nr. 1685 627) . 

Nach stringenter Waschung wurde das Transkript von PARP2 haupt- 
sachlich im menschlichen Hirn, Herz, Skelettmuskel, Niere und Le- 
ber nachgewiesen. Die Grofle des Transkriptes von ca. 1.9 kb ent- 
spricht der Lange der bestimmten cDNA (1.85kb) (vgl. Figur 2(A)). 

In anderen Geweben oder Organen ist humanPARP2 deutlich schwacher 
exprimiert. 

Nach stringenter Waschung wurde das Transkript von PARP3 haupt- 
15 sachlich im Herzen, Gehirn, Niere, Skelettmuskel und Leber expri- 
miert. Die Expression in weiteren Geweben (Plazenta, Lunge, 
Bauchspeicheldriise) ist deutlich schwacher (vgl. Figur 2(B)). Zu 
humanPARP3 gibt es mindestens 2 Transkripte, die vermutlich durch 
unterschiedliche Polyadenylierungsstellen oder alternatives 
20 Spleiflen zu erklaren sind. Deren Grofle (ca. 2,2 kb bzw. 2,5 kb) 
entspricht der Larige der bestimmten cDNA (2.3kb). Gewaschen wurde 
2x5 Minuten mit 0,2 x SSC/0, 2 % SDS bei Raumtemperatur und dann 
2 x 15 Minuten mit 0,1 x SSC/0, 1 % SDS bei 65 °C (hergestellt aus 
20X SSC: 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat , pH 7,0). 



Beispiel 3 : Herstellung von Antikorpern 



Spezifische Antikorper gegen die erf indungsgemaBen Proteine wur- 
den hergestellt. Diese dienten u.a. der Analyse der Gewebever- 
30 teilung auf Proteinebene von PARP2 und PARP3 durch Immunoblot 
(Western-Blot) Analyse. Beispiele fur die Herstellung solcher An- 
tikorper sind im Folgenden angegeben. 

Folgende Peptide wurden fiir die Antikorperherstellung synthe- 
35 tisch in der dem Fachmann gelaufigen Weise hergestellt. Teilwei- 
se wurden den Sequenzen ein Cystein-Rest N- oder C-terminal an- 
gehangt, urn die Kopplung an KLH (key hole limpet hemocyanin) zu 
erleichtern. 

40 PARP-2: NH 2 -MAARRRRSTGGGRARALNES-C0 2 H (Aminosauren 1-20) 

NH 2 -KTELQSPEHPLDQHYRNLHC-C0 2 H (Aminosauren 335-353 ) 
PARP-3: NH 2 -CKGRQAGREEDPFRSTAEALK-C0 2 H (Aminosauren 25-44) 
NH 2 -GKQQIARGFEALEALEEALK-C0 2 H (Aminosauren 230-248) 

45 Als representatives Beispiel ist die Herstellung eines Anti-PARP3 
Antikorpers er lautert . 
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Fur das humane PARP3 wurden polyklonale Antikorper in Kaninchen 
unter Verwendung eines synthetischen Peptides mit der Peptid-Se- 
quenz H 2 N-KQQIARGFEALEALEEALK-C0 2 H generiert (Aminosauren 230-248 
der humanen PARP3 Proteinsequenz ) . Die entsprechende Maussequenz 
5 in diesem Bereich unterscheidet sich lediglich um eine Aminosaure 
(H 2 N-KQQIARGFEALEALEEAMK-C0 2 H) . N-Terminal wurde noch ein Cystein 
angehangt, um die Kopplung des Proteins an KLH zu ermoglichen. 

Kaninchen wurden im Abstand von 7-14 Tagen insgesamt fiinfmal mit 

10 dem KLH-Peptidkonjugat immunisiert. Das gewonnene Antiserum wurde 
gegen das Antigen af f initatsgereinigt . Die Isolierung der spezi- 
fischen IgG-Fraktion aus Serum erfolgte mittels der jeweiligen 
Peptide, die dazu zunachst in der dem Fachmann gelaufigen Weise 
auf einer Af f initatssaule immobilisiert wurden. Auf diese Affini- 

15 tatssaule wurde das jeweilige Antiserum gegeben, nichtspezif isch 
sorbierte Proteine wurden mit Puffer eluiert. Die spezifisch ge- 
bundene IgG-Fraktion wurde mit 0,2 M Glycin/HCl-Puf f er pH 2,2 
eluiert. Der pH^-Wert wurde sofort mit einem 1M TRIS/HCl-Puf f er pH 
7,5 erhoht. Das Eluat mit der IgG-Fraktion wurde 1 : 1 (Volumen) 

20 mit gesattigter Ammoniumsulf atlosung versetzt und 30 min bei +4°C 
zur Komplettierung der Fallung inkubiert. Der entstandene Nieder- 
schlag wurde bei 10.000 g zentrifugiert , vom Uberstand befreit 
und in moglichst wenig PBS /TBS gelost. Die entstandene Losung 
wurde anschliei3end gegen PBS/TBS im Verhaltnis 1 : 100 (Volumen) 

25 dialysiert. Die Antikorper wurden auf eine Konzentration von ca. 
100 \ig IgG/ml eingestellt. Die so auf gereinigten PARP3 Antikorper 
hatten eine hohe Spezifitat gegeniiber PARP3 . Wahrend mausPARP3 
gut erkannt wurde, war keine Kreuzreaktion mit PARP1 oder PARP2 
zu beobachten. 

30 

Beispiel 4: Analyse der Gewebeverteilung mittels Immunoblots (We- 
stern Blot) 

Die Gewebeverteilung auf Proteinebene wurde flir PARP2 und PARP3 
35 ferner durch Immunoblot (Western-Blot) Analyse untersucht. 

Aufbereitung der Maus-Gewebe fiir Proteingele: 

Gewebe oder Zellen wurden mittels Potter oder Ultra-Turrax homo- 
40 genisiert. Dazu wurden 0.5g Gewebe (oder Zellen) in 5ml Puffer 

(10 mM Tris-HCl pH7.5, 1 mM EDTA, 6 mM MgCl 2 ) einer Tablette Pro- 
teasen Inhibitoren-Cocktail (Boehringer Mannheim, Best. Nr.: 
1836153) und Benzonase ( Reinheitsgrad I, MERCK ) 30 min. bei 37 
°C inkubiert. Es wurden Gewebeproben aus der Maus fiir Herz, Lunge, 
45 Leber, Milz, Niere, Darm, Muskel, Gehirn und fiir humane embryo- 
nale Nierenzellen (HEK293, human embryonal kidney) hergestellt. 
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Protein-Gele: 



Fur Protein-Gele wurde das NuPAGE-System der Firma NOVEX gemafi 
Vorschrift verwendet. Zum Einsatz kamen Polyacrylamidgele (NuPAGE 
5 4-12% BisTris, NOVEX NP 0321), Laufpuffer (MES-Running Buffer, 
NOVEX NP 0002), Anti-Oxidant (NOVEX NP 0005), Protein-Groflenstan- 
dard (Multi Mark Multi Colored Standard, NOVEX LC 5725), Proben- 
puffer (NuPAGE LDS Sample Buffer (4X), NOVEX NP 0007). Die Lauf- 
zeit der Gele betrug 45 Minuten bei einer Spannung von 200V. 

10 

Western Blot: 

Western Blots wurden mit dem System der Firma NOVEX nach Vor- 
schrift duirchgefiihrt . Verwendet wurde eine Nitrocellulose-Membran 
15 (Nitrocellulose Pore size 45 \xm, NOVEX LC 2001). Die Transferzeit 
betrug 1 Stunde bei einer Stromstarke von 200mA. Der Transf erpuf- 
fer bestand aus 50 ml Transf erpuffer Konzentrat (NOVEX NP 0006), 
1 ml Anti-Oxidant (NOVEX NP 0002), 100 ml Methanol p. a. und 
84 9 ml H 2 0 bidest. 

20 

Neben den so hergestellten Blots wurden zudem vorgef ertigte 
Blots, z.B. der Firma Chemicon (Mouse Brain Blot, Chemicon, {Ca- 
talog Nr.: NS 106 mit den Geweben 1. Frontal Cortex, 2. Posterior 
Cortex, 3. Cerebellum, 4. Hippocampus, 5. Olfactory bulb, 
25 6. Striatum, 7. Thalamus, 8. Mittelhirn, 9. Entorhinal Cortex, 
10. Pons, 11. Medulla, 12. Ruckenmark) verwendet. 

Antikorperreaktion gegen PARP3 : 

30 Die Western-Blots wurden mindestens 2 Stunden in TBST (TBS + 0,3 
% Tween 20) mit 5% Trockenmilchpulver blockiert (TBS: 100 mM 
Tris pH 7,5, 200 mM NaCl) . Die Antikorperreaktion mit dem prima- 
ren Antikorper (1:1000 Verdunnung) erfolgte flir mindestens 2 
Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C unter leichtem 

35 Schiitteln (Uberkopf schuttler ) in TBST mit 5% Trockenmilchpulver 
(siehe oben. AnschlieBend wurde dreimal fur 5 Minuten in TBST ge- 
waschen. Die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper (anti-Rab- 
bit IgG, Peroxidase gekoppelt, SIGMA A-6154, Verdunnung 1:2.000) 
erfolgte. 1 Stunde in TBST mit 5% Trockenmilchpulver. Anschlie- 

40 fiend wurde wie oben dreimal je 5 Minuten gewaschen. Es folgte die 
Detektion basierend auf Chemilumineszenz mit dem SUPER BLAZE Kit 
(Pierce, Signal BLAZE Chemiluminescent Substrate 34095) nach An- 
gabe der Herstellers. Verwendet wurden der "Lumi-Film" (Chemilu- 
minescent Detection Film, Boehringer Best. Nr.: 1666916. Die Filme 

45 wurden ca. 2 min. entwickelt ( Rontgenentwicklerkonzentrat , 

ADEFO-Chemie GmbH), gewassert, ca. 4 min. fixiert (Acidofix 85 
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g/1 /AGFA) , gewassert und abschlieflend getrocknet. 



Beispiel 5: Herstellung der Enzyme 



5 



Humanes PARPl wurde zum Vergleich rekombinant im Baculovirus-Sy- 
stem in der dem Fachmann gelaufigen Weise exprimiert und wie be- 
schrieben (Shah et al., Analytical Biochemistry 1995, 227, 1-13) 
partiell auf gereinigt . Rinder PARPl in einer 30-50%igen Reinheit 

10 (c= 0,22 mg/ml, spez. Aktivitat 170 nmol ADP-ribose/min/mg Ge- 
samtprotein bei 25 °C) wurde von BIOMOL (Best. -Nr. SE-165) bezo- 
gen. Humanes und Maus PARP2 und PARP3 wurden rekombinant im Bacu- 
lovirus-System (Bac-to-Bac System, BRL LifeScience) exprimiert. 
Dazu wurden die entsprechenden cDNAs in den pFASTBAC- 1-Vektor 

15 kloniert. Nach Herstellung von rekombinanter Baculovirus-DNA 

durch Rekombination in E . coli, erfolgte Trans fektion von Insek- 
tenzellen (Sf9 oder High-Five) mit den entsprechenden rekombinan- 
ten Baculovirus-DNAs . Die Expression der entsprechenden Proteine 
wurde durch Western-Blot-Analyse verifiziert. Virenstamme wurden 

20 in der dem Fachmann gelaufigen Weise amplif iziert . Groflere Mengen 
rekombinanter Proteine wurden durch Infektion von 500 ml Insek- 
tenzellkultur (2 x 10 6 Zellen/ml) mit Viren in einer MOI (multi- 
plicity of infection; Verhaltnis von Viren zu Zellen) von 5-10 
inf iziert und 3 bis 4 Tage inkubiert. Anschlieflend wurden die In- 

25 sektenzellen durch Zentrif ugation pelletiert und die Proteine aus 
dem Pellet auf gereinigt . 

Die Aufreinigung erfolgte durch klassische, dem Fachmann gelau- 
fige Methoden der Proteinreinigung unter Detektion der Enzyme mit 
30 entsprechenden spezifischen Antikorpern. Teilweise wurden die 
Proteine auch iiber eine 3-Aminobenzamid/Af f initatssaule wie be- 
schrieben (Burtscher et al., Anal Biochem 1986,- 152:285-290) af- 
f initatsgereinigt . Die Reinheit betrug >90%. 

35 

Beispiel 6: Testsysteme fiir die Bestimmung der von Aktivitat von 
PARP2 und PARP3 und der Inhibitorischen Wirkung von Effektoren 
auf PARPl, PARP2 und PARP3 . 

40 a) Herstellung von Antikorpern gegen Poly- ( ADP-ribose ) 

Als Antigen zur Generierung von Anti-Poly- (ADP-ribose) Antikor- 
pern kann Poly- (ADP-ribose) verwendet werden. Die Herstellung von 
Anti-Poly- (ADP-ribose) Antikorpern ist in der Literatur beschrie- 
45 ben. (Kanai Y et al. (1974) Biochem Biophys Res Comm 59:1, 

300-306; Kawamaitsu H et al. (1984) Biochemistry 23, 3771-3777; 
Kanai Y et al . ( 1978) Immunology 34, 501-508). 
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Unter anderem wurden verwendet: Anti Poly-(ADP-ribose)-Antikdrper 
(polyklonales Antiserum, Kaninchen), BIOMOL; Best. -Nr. SA-276. 
Anti Poly- (ADP-ribose) -Ant ikorper (monoklonal, Maus; Klon 10H; 
5 Hybri-omaiiberstand, affinitatsgereinigt) . 

Die Antiseren oder aus Hybridomakulturuberstand gewonnenen mono- 
klonalen Antikorper wurden durch eine Protein-A-Af f initatschroma- 
tographie in der dem Fachmann gelaufigen Weise aufgereinigt . 

10 

b) EL I S A- As s ay 
Mater ialien: 

15 EL ISA Farbreagenz: TMB-Fertigmix SIGMA T-8540 

Eine 9 6 -well Mikrotiterplatte (FALCON Micro-Test Ilia Flexible 
Assay Plate, # 3912) wurde mit Histonen (SIGMA, H-7755) beschich- 
tet. Histone wurden hierfur in Carbonatpuf f er (0.05M Na 2 HC0 3 ; pH 

20 9.4) in einer Konzentration von 50 jig/ml gelost. Die einzelnen 
Wells der Mikrotiterplatte wurden mindestens 2 Stunden bei Raum- 
temperatur oder iiber Nacht bei 4 °C mit je 150 nl dieser Histon- 
Losung inkubiert. Anschlieflend werden die Wells durch Zugabe von 
150 ill einer l%igen BSA-Losung (SIGMA, A-7888) in Carbonatpuf fer 

25 fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur blockiert. Es folgen drei Wasch- 
schritte mit Waschpuffer ( 0,05% TweenlO in lx PBS; PBS (Phos- 
phate buffered saline; Gibco, Best. -Nr. 10010): 0.21g/l KH 2 P0 4 , 
9g/l NaCl, 0.726g/l Na 2 HP0 4 • 7H 2 Q, pH 7.4). Waschschritte wurden 
durchweg mit einem Mikrotiterplatten-Waschgerat durchgefiihrt (Mi- 

30 krotiterplatten-Wascher "Columbus", SLT-Labinstruments, Oster- 
reich) . 

Fur die Enzymreaktion wurden eine Enzymreaktionslosung und eine 
Substratlosung jeweils als "Pre-Mix" benotigt. Die absolute Menge 
35 dieser Losungen richtete sich nach der Anzahl der vorgesehenen 
Test-Wells. 

Zusammensetzung der Enzymreaktionslosung pro Well: 

- 4 [il PARP-Reaktionspuffer ( 1M Tris-HCl pH 8.0, lOOmM MgCl 2 , lOmM 
40 DTT) 

- 20ng PARP1 (human oder bovin) oder 8ng PARP2 (Human oder Maus) 

- 4 [Al aktivierte DNA (1 mg/ml; SIGMA, D-4522) 

- ad 40 ill H 2 0 

45 Zusammensetzung der Substrat-Losung pro Well: 

- 5 [il PARP-Reaktionspuffer (lOx) 
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- 0.8 \xl NAD-Losung (lOmM, SIGMA N-1511) 

- 44 ^il H 2 0 

Inhibitoren wurden in lx PARP-Reaktionspuf f er gelost. DMSO, daJ3 
5 gelegentlich zum Losen von Inhibitoren in hoheren Konzentrationen 
verwendet wurde, war bis zu einer Endkonzentration von 2% unpro- 
blematisch. Flir die Enzymreaktion wurden 40 \il der Enzymreaktions- 
losung pro Well vorgelegt und mit 10 \il Inhibitor-Losung fiir 10 
Minuten inkubiert. AnschlieJ3end wurde die Enzymreaktion durch Zu- 
10 gabe von 50 \il Substrat-Losung pro Well gestartet. Die Reaktion 

wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur durchgeflihrt und anschlieflend - 
durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer gestoppt. 

Als primare Antikorper wurden spezifische Anti-Poly- (ADP-ribose) 

15 Antikorper in einer 1:5000 Verdunnung eingesetzt. Die Verdiinnung 
erfolgte in Antikorper-Puf f er (1% BSA in PBS; 0.05% Tween20). Die 
Inkubationszeit fiir den primaren Antikorper betrug eine Stunde 
bei Raumtemperatur. Nach anschliei3endem dreimaligem Waschen mit 
Waschpuffer erfolgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtempera- 

20 tur mit dem sekundarem Antikorper ( Anti-Maus-IgG, Fab-Fragmente f 
Peroxidase gekoppelt, Boehringer Mannheim , Best. -Nr. 1500.686; 
Anti-Rabbit-IgG, Peroxidase gekoppelt, SIGMA, Best. -Nr. A-6154) 
in einer 1:10000 Verdunnung in Antikorperpuf f er . Nach dreimaligem 
Waschen mit Waschpuffer folgte die Farbreaktion unter Verwendung 

25 von 100 \il Farbreagenz (TMB-Fertigmix, SIGMA) pro Well fiir ca. 15 
min. bei Raumtemperatur. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 
100 \il 2M H 2 S0 4 gestoppt. Danach wurde sofort im ELISA-Platten-Le- 
segerat ("Easy Reader" EAR3 4 OAT , SLT-Labinstruments , Osterreich) 
gemessen (450nm gegen 620nm) . Das Messprinzip ist schematisch in 

30 Figur 6 dargestellt. 

Fiir die Ermittlung des Ki-Wertes eines Inhibitors wurden verschie- 
dene Konzentrationen zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve 
herangezogen. Fiir eine bestimmte Inhibitorkonzentration werden 

35 3fach-Werte erhoben. Arithmetische Mittelwerte werden mit Micro- 
soft© Excel ermittelt. Die IC 50 -Bestimmung erfolgt mit der Micro- 
cal© Origin Software (Vers. 5.0) ("Sigmoidal Fit"). Umrechnung 
der so berechneten IC 50 -Werte auf Ki-Werte erfolgte durch Verwen- 
dung von "Eich-Inhibitoren" . Die "Eich-Inhibitoren" wurden bei 

40 jeder Analyse mitgemessen. Der Ki-Werte der "Eich-Inhibitoren" 
wurde im gleichen Testsystem durch Dixon-Diagramm Analyse in der 
dem Fachmann gelaufigen Weise ermittelt. 

b) HTRF-( Homogenous time-resolved fluorescence) Assay 



45 
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Beim erf indungsgemaflen HTFR-PARP-As say werden Histone als ziel- 
proteine der Modifikation durch PARP indirekt mit einem 
XL665-Fluorophor markiert. Der Antikorper wird direkt mit einem 
Europium-Kryptat markiert. Befindet sich das XL665-Fluorophor in 
5 einer unmittelbaren raumlichen Nahe, die durch eine Bindung an 
die Poly- (ADP-ribose) am Histon gewahrleistet wird, dann ist eine 
Energieiibertragung moglich. Die Emission bei 665 run ist somit di- 
rekt proportional zu der Menge an gebundenem Antikorper, der wie- 
derum der Poly-( ADP-ribose ) Menge entspricht. Somit entspricht 
10 das gemessene Signal der PARP Aktivitat. Das Meflprinzip ist sche- 
matisch in Figur 7 dargestellt. Die verwendeten Materialien sind, 
wenn nicht ausdrucklich angegeben, identisch mit denen im ELISA 
Assay (s.o.) verwendeten. 

15 Histone wurden in Hepes-Puffer (50mM, pH=7.5) zu 3mg/ml gelost. 
Biotinylierung erfolgte mit Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, 
#21335T). Ein molares Verhaltnis von 4 Biotin pro Histon wurde 
verwendet. Die Inkubationszeit betrug 90 Minuten (RT) . Anschlie- 
flend wurden die biotinylierten Histone iiber eine G25 SF HR10/10 

20 Saule (Pharmacia, 17-0591-01) in Hepes Puffer (50mM, pH=7.0) auf- 
gereinigt, urn uberschiissiges Biotinylierungsreagenz zu entfernen. 
Der Anti-Poly- (ADP-ribose) -Antikorper wurde mittels bifunktiona- 
ler Kopplungsreagenzien mit Europium-Kryptat markiert (Lopez, E. 
et al., Clin. Chem. 39(2), 196-201 (1993); US-Patent 5,534,622). 

25 Die Reinigung erfolgte auf einer G25SF HR10/30 Saule. Ein molares 
Verhaltnis von 3.1 Kryptaten pro Antikorper wurde erzielt. Die 
Ausbeute betrug 25%. Die Kon jugate wurden in Gegenwart von 0.1% 
BSA in Phosphatpuffer (0.1M, pH=7 ) bei -80^0 gelagert. 

30 Fur die Enzymreaktion wurden pro Well zusammenpipettiert : 

- 10 [xl PARP-Losung in PARP-HTRF-Reaktionspuf f er (50mM Tris-HCl pH 
8.0, 10mM MgC12, ImM DTT) mit 20ng PARP1 (human oder bovin) 

Oder 8ng PARP 2 (Human oder Maus) 

- 10 \xl aktivierte DNA in PARP-HTRF-Reaktionspuf fer (50ng/ml) 
35 - 10 [il biotinylierte Histone in PARP-HTRF-Reaktionspuf fer 

(1.25fiM) 

- 10 \il Inhibitor in PARP-HTRF-Reaktionspuf fer 

Diese Reagenzien wurden 2 Minuten vorinkubiert , bevor die Reak- 
40 tion durch Zugabe von 

- 10 [xl NAD-L6sung in PARP-HTRF-Reaktionspuf fer (41 jiM/ml) 
gestartet wurde. Die Reaktionszeit betrug 30 Minuten bei Raumtem- 
peratur . 

45 
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Anschlieflend wurde die Reaktion durch Zugabe von 

- 10 [il PARP-Inhibitor (25 \xM, Ki=10nM) in "Revelation"-Puf f er 
(lOOmM Tris-HCl pH 7.2, 0.2M KF, 0.05% BSA) 

gestoppt . 

5 

Danach wurden zugegeben: 

- 10 fil EDTA-Losung (SIGMA, E-7889, 0 . 5M in H 2 0) 

- 100 \xl Sa-XL665 (Packard Instruments) in "Revelation"-Puf f er 

(15-31. 25nM) 

10 - 50 [xl Anti-PARP-Kryptat in "Revelation'' -Puffer (1.6-3.3nM). 

Nach 3 0 Minuten (bis 4 Stunden) konnte dann gemessen werden. Die 
Messung erf olgte auf einem "Discovery HTRF Microplate Analyzer" 
(Packard Instruments). Die Berechnung der Ki-Werte erf olgte wie 
15 beim ELISA Assay beschrieben. 



Beispiel 7 : Testsysteme zur Bestimmung der therapeutischen Wirk- 
samkeit von PARP-Inhibitoren 

20 

Neue PARP-Inhibitoren konnen in relevanten pharmakologischen Mo- 
dellen auf ihre therapeutische Wirksamkeit Uberpruft werden. Bei- 
spiele fur einige geeignete Modelle sind dazu in Tabelle 1 aufge- 
f uhrt . 





Krankheit 


Mode 11 


Literatur 


30 


Neurodegenerative 


NMDA-Exzitotoxizitat 


Beschreibug siehe 




Erkrankungen 


in der Maus Oder 


unten 




( Schlaganf all , Par- 


Ratte 






kinson etc . ) 






35 


Schlaganf all 


Permanente 
MCAO( "middle cere- 
bral artherial 
occlusion") 


Tokime , T . et al . , 
J. Cereb. Blood Flow 
Metab., 18(9): 
991-7, 1998. 
Guegan, C, Brain 
Research . Molecular 
Brain Research, 
55(1): 133-40, 1998. 
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Transiente, fokale 
MCAO in Ratte oder 
Maus 


Eliasson MJL et al., 
Nat Med 1997, 
3:1089-1095. 

Endres, M et al., J 
Cereb Blood Flow Me- 

L. CLU J. J J I , 

17:1143-1151. 

Takahashi K et al . , 
J Cereb Blood Flow 
Metab 1997, 
17:1137-1142. 


Parkinsonsche Krank- 
heit 


mptp ( 1-MetnyJL- 
4-phenyl-l , 2,3, 6-te- 
trahydro-pyr idin ) 
Toxizitat in der 
Maus /Ratte 


LOSl v- , el ax. , 
Brain Res. , 1998 
809(1) :58-67. 

Cosi C, et al. , 
Brain Res . , 1996 
729(2) :264-9. 


Herzinf arkt 


Koronargef a!3-0kklu- 
sion an Ratte, 
Schwein oder Kanin- 
chen 


Richard V, et al., 
Br. J. Pharmacol 
1994, 113, 869-876. 

Thiemermann C, et 
al., Proc Natl Acad 
Sci USA. 1997, 
94(2) :679-83. 

Zingarelli B, et al. 
, Cardiovasc Res. 
1997, 36(2) :205-15. 




Ldncfcnaor i ner zmoae x i 
an Ratte oder Kanin- 
chen 


unten 


Septischer Schock 


Endotoxin Schock in 
der Ratte 


Szabo C, et al. , J 
Clin Invest, 1997, 
100(3) :723-35. 




Zymosan oder Carra- 
geenan induziertes 
multiples Or-ganver- 
sagen in Ratte oder 
Maus 


Szabo C, et al. J 
Exp Med. 1997, 
186(7) : 1041-9.Cuzzo- 
crea S, et al. Eur J 
Pharmacol. 1998, 
342(1) :67-76. 


Rheumatoide Arthri- 
tis 


Adjuvant oder Colla- 
gen induzierte Ar- 
thritis in Ratte 
oder Maus 


Szabo C, et al . , 
Proc Natl Acad Sci U 
S A. 1998, 
95(7) :3867-72. 
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Diabetes 


Streptozotocin und 
Alloxan induiziert 
bzw. Obesity asso- 
ziert 


Uchigata Y et al., 
Dia-betes 1983, 32: 
316-318. Masiello P 
et al., Dia-betolo- 
gia 1985, 28: 
683-686 . Shimabukuro 
M et al., J Clin In- 
vest 1997, 100: 
290-295. 


Krebs 


In vitro-Modell; 
s .u. 


Schlicker et al., 
1999, 75(1), 91-100. 



10 



a) Modell der NMDA-Exzitotoxizitat 

Glutamat ist der wichtigste exzitotorische Neurotransmitter im 
15 Gehirn. Unter normalen Bedingungen wird Glutamat in den synapti- 
schen Spalt ausgeschiittet und stimuliert die post-synaptischen 
Glutamat-Rezeptoren, spezifisch die Glutamat-Rezeptoren vom 
"NMDA"- und "AMPA"-Typ . Diese Erregung spielt eine bedeutende 
Rolle bei zahlreichen Hirnfunktionen einschleifllich Lernen, Ge- 
20 dachtnis und motorische Kontrolle. 

Unter Bedingungen der akuten und chronischen Neurodegeneration 
(z.B. Schlaganfall) erfolgt jedoch ein starker Anstieg der pra- 
synaptischen Glutamat-Ausschuttung, was eine exzessive Stimula- 

25 tion der Rezeptoren zur Folge hat. Dies fuhrt zum Zelltod der 
entsprechend erregten Zellen. Bei einer Reihe von neurologischen 
Krankheiten oder psychischen Storungen treten diese erhohten Glu- 
taonat-Aktivitaten auf , die zu Zustanden von Ubererregungen oder 
toxischen Effekten im zentralen Nervensystem (ZNS) aber auch im 

30 peripheren Nervensystem fiihren. Somit ist Glutamat in eine Viel- 
zahl neurodegenerativen Erkrankungen involviert, insbesondere 
neurotoxischen Storungen nach Hypoxie, Anoxie, Ischamie und nach 
Lasionen, wie sie nach Schlaganfall und Trauma auf treten, Schlag- 
anfall, Alzheimersche Erkrankung, Huntington-Erkrankung, Amyotro- 

35 phe Laterale Sklerose (ALS; "Lou Gehrigs "-Erkrankung ) , Kopf- 
Trauma, Rlickenmarks -Trauma, periphere Neuropathien, AIDS Demenz 
und die Parkinsonsche Krankheit. Eine weitere Erkrankung in der 
Glutamat-Rezeptoren von Bedeutung sind, ist Epilepsie. (vgl. 
Brain Res Bull 1998; 46 ( 4 ) :28 1-309 , Eur Neuropsychopharmacol 

40 1998, 8(2) :141-52. ) . 



Glutamat vermittelt seine Effekte liber verschiedene Rezeptoren. 
Einer dieser Rezeptoren wird nach einem spezifischen Agonisten 
NMDA- ( N-Methyl-D-Aspartat ) -Rezeptor genannt . ( Ar zneim . Forschung 
45 1990, 40, 511-514; TIPS, 1990, 11, 334-338; Drugs of the Future 
1989, 14, 1059-1071). N-Methyl-D-aspartat ist ein starker Agonist 
einer bestimmten Klasse von Glutamat-Rezeptoren ( "NMDA"— Typ) . Die 
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Erregung des NMDA-Rezeptors fiihrt zum Calcium-Einstrom in die 
Zelle und zur Erzeugung von Radikalen. Die Radikale fiihren zur 
DNA-Schadigung und zur Aktivierung von PARP. PARP wiederum verur- 
sacht durch eine Depletion der Zelle an energiereichen Phosphaten 
5 (NAD und ATP) den Zelltod. Dies erklart die Toxizitat von NMDA. 
Behandlung von Tieren mit NMDA kann daher als Modell gesehen wer- 
den fur die oben genannten Erkrankungen, bei denen Exzitotoxizi- 
tat eine Rolle spielt. 

10 Aufgrund der Bedeutung der Glutamat-Rezeptoren in der Neurodege- 
neration waren viele pharmakologische Ansatze bislang darauf ge- 
richtet, eben diese Rezeptoren spezifisch zu blockieren. Aufgrund 
ihrer Bedeutung in der normalen Reizleitung haben sich diese An- 
satze jedoch als problematisch erwiesen (Nebenwirkungen) . Zudem 

15 ist die Erregung der Rezeptoren ein sehr schnell erfolgendes Er- 
eignis, so dafl die Applikation der Rezeptoren oft zu spat kommt 
( "Zeitfenster"-Problem) . Der Bedarf an neuen Wirkprinzipien und 
Inhibitoren der NMDA-bedingten Neurotoxizitat ist daher hoch. 

20 

Der Schutz gegen zerebrale Ubererregung durch exzitatorische Ami- 
nosauren (NMDA-Antagonismus an der Maus) kann als hinreichender 
Beleg der Wirksamkeit eines pharmakolischen Effektors von PARP in 
Erkrankungen beruhend auf Exzitotoxizitat gelten. Durch intraze- 
25 rebrale Applikation von exzitatorischen Aminosauren EAA (Excita- 
tory Amino Acids) wird eine so massive Ubererregung induziert, 
daB diese in kurzer Zeit zu Krampfen und zum Tod der Tiere (Maus) 
fiihrt. 

30 Im vorliegenden Fall wurden 10 \il einer 0.035%igen waflrigen NMDA- 
Losung 120 Minuten nach intraperitonealer Gabe (ip.-Gabe) der zu 

i priifenden Substanz einseitig intracerebroventrikular appliziert. 

| Durch systemische, z.B. intraperitoneale, Gabe von zentralwirksa- 
men Wirkstoffen lassen sich diese Symptome hemmen. Da die exzes- 

35 sive Aktivierung von EAA-Rezeptoren des Zentralnervensystems in 
der Pathogenese verschiedener neurologischer Erkrankungen eine 
bedeutende Rolle spielt, kann aus dem nachgewiesenen EAA-Antago- 
nismus in vivo auf eine mogliche therapeutische Verwendbarkeit 
der Substanzen gegen derartige ZNS-Erkrankungen geschlossen wer- 

40 den. Als Mafi fiir die Wirksamkeit der Substanzen wurde ein 

ED50-Wert bestimmt, bei dem 50% der Tiere durch eine festgelegte 
Dosis von entweder NMDA durch die vorangegangene ip-Gabe der Mefl- 
substanz syptomfrei werden. 
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Der spezifische PARP2-Inhibitor 2 ( 4 ( 2- (N, N-Diethylamino) eth-l-yl- 
oxy) phenyl ) -benzimidazol-4-carbonsaureamid zeigt hier uberra- 
schenderweise eine Wirksamkeit mit einem ED50 von ca.30mg/kg. 



b) Langendorfherzmodell (Model fiir Herzinfarkt) 



Fur den Test wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten (Korperge- 
wicht 300-400 g; Herkunft Janvier, Le Genest-St-Isle , France) 

10 verwendet. Die Ratten wurden oral mittels Schlundsonde mit der 
wirksubstanz oder Placebo behandelt (Volumen: 5 ml/kg), 50 Minu- 
ten spater wird Heparin intraperitoneal appliziert (Liquemin N 
Roche, 125 IU/animal in 0.5 ml). Die Tiere werden mit Inactin® 
T133 (Thiobetabarbital Natrium, 10 %) anaesthetisiert , auf dem 

15 Operationstisch fixiert, tracheotomisiert and mit einer "Harvard 
Atempumpe" (40 Schlage/min, 4.5 ml/Schlag) beatmet. Der Thorako- 
tomie folgt eine sofortige Katheterisierung der Aorta, Exstirpa- 
tion des Herzens und sofortige retrograde Perfusion. Die Herzen 
wurden mit einem konstanten Druck von 75 mmHg perfundiert, was 

20 mittels einer "Gilson Minipuls 2 Perf usionspumpe" erreicht wird. 
Zusammensetzung des Perfusats (mmol/1) : NaCl 118, KC1 4.7, CaCl 2 x 
2 H 2 0 2.52, MgS0 4 x 7 H 2 0 1.64, NaHC0 3 24.88, KH 2 P0 4 1.18, Glukose 
11. Die Temperatur wird wahrend des gesamten Experimentes auf 
37 °C gehalten. Funktionelle Parameter wurden mittels eines 

25 "Gould 4-Kanal-Schreibers" kontinuierlich auf gezeichnet . Gemessen 
wurden der linksventrikulare Druck (LVP; mmHg), LVEDP (mmHg), En- 
zymf reisetzung (Creatinkinase, mU/ml/g) , Koronarf luJ3rate (ml/ 
min), HR ( Pulsf requenz , min- 1 ). Der links-ventrikulare Druck wurde 
mittels eines f liissigkeitgef ullten Latexballons und eines Druck- 

30 auf nehmers-Statham23 Db gemessen. Das Volumen des Ballons wurde 
anfanglich angepaflt, urn einen LVEDP (left venricular end diasto- 
lie pressure) von ca.12 mmHg zu erreichen. Dpdt max (maximale Pump- 

| kraft) wird aus dem Drucksignal mittels eines Dif f erentiatormo- 
duls abgeleitet. Die Her zf requenz wurde aus dem Drucksignal er- 

35 rechnet. Die Flufirate wurde mittels Tropf enzahler (BMT Messtech- 
nik GmbH Berlin) bestimmt. Nach einer Aquilibrierzeit von 20 Mi- 
nuten, wurden die Herzen einer 30 miniitigen globalen Ischamie un- 
terworfen, die durch den Stop der Perfusatzuf uhr bei Temperierung 
auf 37 °C realisiert wird. Wahrend der folgenden Reperf usionspe- 

40 riode von 60 Minuten wurden Proben des Perfusats nach 3, 5, 10, 
15, 30, 45 und 60 min zur Analyse der Creatinkinase (CK) Aktivi- 
tat entnommen. Mittelwerte und Standardabweichungen der gemesse- 
nen Parameter wurden statistisch analysiert (Dunnett Test). Die 
Signif ikanzgrenze lag bei p=0.05. 

45 

Ahnlich wurde der Versuch an Kaninchenherzen durchgef iihrt . Ver- 
wendet wurden mannliche, weifle Neuseelander Kaninchen (Bezug: In- 
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ter fauna). Die Preparation der Herzen erfolgte wie oben im Rat- 
tenmodell beschrieben. Der Perf usionsdruck wurde auf maximal 60 
mmHg, der Flufl auf ca 25ml/min eingestellt. Die Aquilibrierzeit 
betrug ca 30 min. Die Substanzapplikation erfolgte per Infusion 
5 direkt vor das Herz. 15 min nach Start der Infusion wurde eine 30 
miniitige globale Ischamie durch stop-flow unter Temperierung des 
Herzens gesetzt. Es folgt eine 30 miniitige Reper fusion. Abnahme 
von Perfusat fiir Untersuchung von CK-Aktivitat erfolgte vor Sub- 
stanzgabe, nach 15 min, und zu verschiedenen Zeitpunkten (5, 10, 
10 15, 20, 30 min) wahrend der Reper fusion. Gemessen wurden die Pa- 
rameter: LVP (mniHg), LVEDP, LVdP/dt, PP (mmHg), HR ( Pulsf requenz ; 
Schl&ge/min) , CK-Aktivitat (U/min/g Herzgewicht) . 



15 



c) Tiermodell fiir akutes Nierenversagen 

Unter sucht wurde die protektive Wirkung von PARP-Inhibitoren bei 
einer intravenosen Gabe (4 Tage) auf die Nierenfunktion von Rat- 
ten mit postischamischem akutem Nierenversagen. 

20 Verwendet wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten (ca. 330g bei 
Versuchsbeginn; Zuchter: Charles River) . Es wurden 10-15 Tiere 
pro Versuchsgruppe eingesetzt. Die Applikation von wirksubstanz/ 
Placebo erfolgte kontinuierlich mit osmotischer Mikropumpe in die 
V. femoralis. Blutabnahme erfolgte orbital (1,5ml Vollblut) unter 

25 Inhalationsnarkose mit Enfluran (Ethrane Abbott, Wiesbaden). 

Nach Ermittlung der Vorwerte ( Blutentnahme ) und Bestimmung der in 
24h ausgeschiedenen Urinmenge wurden die Ratten narkotisiert 
("Nembutal", Pentobarbital-Natrium, Sanofi CEVA; 50mg/kg i.p., 

30 Injektionsvolumen 1,0 ml/kg) und auf einem heizbaren OP-Tisch 
(37°C) befestigt. Es folgte Heparingabe (Liquemin N, Roche) 125 
IU/kg i.v. in die Vena caudalis. Der Bauchraum wurde eroffnet und 

! die rechte Niere freigelegt. Die abzweigende Nierenarterie wurde 
freigelegt und mit Bulldogklemmen (nach Diefenbach 38mm) von oben 

35 her abgeklemmt. Die linke Nierenarterie wurde ebenfalls freige- 
legt und abgeklemmt (von oben her, ca.1/2 Strecke zur Niere). 
Wahrend der Operation wurde eine osmotische Mikropumpe in die V. 
femoralis implantiert. Der Darm wurde wieder eingefligt und der 
Flussigkeitsverlust mit lauwarmer 0,9 % NaCl ausgeglichen . Die 

40 Tiere wurden mit einem feuchtem Tuch abgedeckt und unter Rotlicht 
warm gehalten. Nach 40 min wurde das Aussehen der Nieren dokumen- 
tiert und rechts, danach links die Klammer entfernt. Der Darm 
wurde zuruckgelegt und 2 Tropfen Antibiotikum (Tardomyocel, 
Bayer) wurden zugeben. Die Bauchdecke wurde mit sterilem Catgut 

45 (Ethicon Nr. 4) geschlofien und nochmals mit 1 Tropfen Antibiotikum 
behandelt. Die Oberhaut wurde mit sterilem Ethibond Exel (Ethi- 
con) Nr. 3/0 genaht und die Naht mit Wundspray Nebacetin N ( Yama- 
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nouchi) bespriiht. Ein Zehntel Tagesdosis Wirkstoff /Placebo wird 
als Bolus i.v. geben. 

Fiir die Versuchstage 1, 2 und 4 erfolgte Proben- und Blutentnahme 
5 fiir die Untersuchung klinisch chemischer Parameter in Serum und 
Urin: Na, K, Creatinin, Protein (nur in Urin). Ferner wurden Fut- 
ter- und wasserverbrauch, Korpergewicht und Urinvolumen festge- 
halten. Nach 14 Tagen wurden die Tiere getotet und die Nieren be- 
gutachtet . 



Fiir die Auswertung wurden alle Tiere, die wahrend des Versuchs an 
einem Infarkt verstarben, bzw bei Sektion am Tag 14 einen Infarkt 
aufwiesen, ausgeschlossen. Berechnet wurden die Creatinin-Clea- 
rance und die fraktionale Natriumexkretion als Nierenf unktionspa- 
15 rameter unter Vergleich von behandelten Tieren mit Kontrolle und 
Sham. 

d) In vitro-Modell fiir die Radiosensitisierung (Tumortherapie) 

20 MCF-7-Zellen (humanes Brustkarzinom) wurden in Dulbecco's modifi- 
ziertem Eagles Medium mit 10% hitzeinaktiviertem FCS und 2 mM L- 
Glutamin kultiviert. Zellen wurden uber Nacht ausgesaht in Zell- 
dichten von 100 f 1000 Oder 10000 Zellen pro Well in einer 6-Well- 
Platte und anschlieJ3end einer ionisierenden Strahlung mit einer 

25 Dosis in einem Bereich von 0 bis 10 Gy ( 137 Cs, Shepard Mark, Mo- 
del, Model I-68A, Dosisrate von 3,28 Gy/min) ausgesetzt. 10 Tage 
nach der Bestrahlung wurde der Versuch ausgewertet, wobei Kolo- 
nien mit 50 Zellen als positiv gezahlt wurden. 



Beispiel 8: Herstellung des PARP-Inhibitors 2 ( 4 ( 2-(N,N-Diethyl- 
amino)eth-l-yloxy) phenyl ) -benzimidazol-4-carbonsaureamid 



10 



30 



35 



40 
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a) 4 ( 2-(N, N-Diethylaminoeth-l-yloxy)benzaldehyd 

15 g (122 mMol) 4-Hydroxybenzaldehyd, 16,7 g (122 mMol) 
N(2-Chlorethyl)-N,N-diethylamin und 33,9 g (246 mMol) Kalium- 
5 carbonat wurden zusammen mit einer Spatelspitze 18-Krone-6 in 

300 ml Ethylmethylketon 6 Stunden unter Ruckflu/3 gekocht. An- 
schlieJiend wurde filtriert und das Filtrat im Vakuum einge- 
engt. Der Riickstand wurde zwischen Ether und 2M Natronlauge 
verteilt, die Etherphase abgetrennt, getrocknet und im Vakuum 
10 eingeengt. Man erhielt 24,8 g des Zwischenproduktes . 

b ) 2 ( 4 ( 2 - ( N , N-Diethylamino ) eth- 1-yloxy ) phenyl ) -benz imida- 
zol-4-carbonsaureethylester 

15 2 g (11 mMol) 2 , 3-Diaminobenzoesaureethylester und 1,4 ml 

konzentrierte Essigsaure wurden in 25 ml Methanol gelost. An- 
schlieflend wurden 3,2 g (14,4 mMol) der Zwischenverbindung 
aus Stufe a, gelost in 50 ml Methanol, innerhalb von 30 Minu- 
ten zugetropft. Danach wurden 2,9 g (14,4 mMol) Kupfer-II- 

20 acetat, gelost in 37,5 ml warmem Wasser, ziigig zugetropft und 

anschlieflend alles fiir 20 Minuten unter Ruckflufl gekocht. Man 
kiihlte die Reaktionslosung auf 50 °C und gab 4,5 ml 32 %iger 
Salzsaure zu. Danach tropfte man vorsichtig eine Losung aus 
4,3 g Natriumsulf id-Hydrat in 25 ml Wasser zu und riihrte al- 

25 les noch flir 15 Minuten. Die Reaktionslosung wurde auf Eis- 

wasser gegossen und der anfallende Niederschlag abgesaugt. 
Das Filtrat wurde mit wassriger Natriumhydrogencarbonat-Ld- 
sung alkalisch gestellt und mehrmals mit Essigester extra- 
hiert- Die Essigester-Phase wurde abgetrennt, getrocknet und 

30 im Vakuum eingeengt. Man erhielt 4,4 g des Zwischenproduktes. 

c ) 2 ( 4 ( 2 - ( N , N-Diethylamino ) eth- 1-yloxy ) phenyl ) -benz imida- 
I zol-4-carbonsaurehydrazid 

35 Zu 4,1 g (10,7 mMol) der Zwischenverbindung aus Stufe b in 30 

ml Ethanol wurden 2,7 g (54 mMol) Hydrazinhydrat gegeben und 
alles 10 Stunden unter Riickflufl gekocht. Arischlieflend wurde 
das organische Losungsmittel im vakuum entfernt und der Riick- 
stand zwischen Wasser und Essigester verteilt. Die Essig- 

40 ester-Phase wurde abgetrennt, getrocknet und im Vakuum einge- 

engt. Der so erhaltene Riickstand wurde noch mit Ether behan- 
delt und erneut abgesaugt, wonach man 1,7 g der Zwischenver- 
bindung erhielt. 

45 d) 2(4(2-(N, N-Diethylamino ) eth- 1-yloxy ) phenyl ) -benzimida- 
zol-4 -carbons aureamid 
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Zu 1,6 g (4,5 mMol) der Zwischenverbindung aus Stufe c in 45 
ml Dimethylformamid/Wasser (2/1) wurden ca. 1,6 g Raney-Nik- 
kel gegeben und alles fiir 6 Stunden auf 100 °C erwarmt. An- 
schlieJiend wurde das Reaktionsgemisch filtriert und das Fil- 
5 trat mit viel Wasser verdiinnt, wobei das Produkt ausfiel. Man 

erhielt 1,2 g des Produktes. 

1H-NMR (D 6 -DMSO) 5 = 0,95 (6H), 2,6 (4H), 2,8 (2H), 4,1 (2H), 
7,1 (2H), 7,3 (1H), 7,7 ( 1H + NH) , 7,85 (1H), 8,2 (2H) und 
10 9,4 (NH) ppm. 

Beispiel 9: Herstellung des PARP-Inhibitors 2 ( 3 ( 2-(N,N-Diethyl 
amino )eth-l-yloxy) phenyl ) -benzimidazol-4-carbonsaureamid 

15 



20 




25 a ) 3 ( 2 - ( N , N-Diethy laminoeth- 1-yloxy ) -benzaldehyd 

"* 6,1 g (SOmMol) 3-Hydroxybenzaldehyd wurden in 100 ml Ethanol 
gelost und 3,5 g (50 mMol) Natriumethanolat wurden zugegeben. 
Man riihrte alles 15 Minuten. Danach wurden 7,5 g (55 mMol) 
30 N(2-Chlorethyl)-N,N-diethylamin zugefiigt und alles 12 Stunden 

unter Ruckflufl gekocht. Anschlieflend wurde das Reaktionsge- 
t misch im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde danach zwi- 

f schen Ether und IN Natronlauge verteilt, die Ether-Phase ab- 

getrennt, getrocknet und im Vakuum eingeengt, Man erhielt 7,6 
35 g des Zwischenproduktes . ^11 N 



b) 2(3 ( 2- (N,N-Diethylamino ) eth-l-yloxy) phenyl ) -benzimida- 
zol-4-carbonsaureethylester 

40 1 g (5,5 mMol) 2,3 Diaminobenzoesaureethylester und 0,68 ml 

konzentrierte Essigsaure wurden in 20 ml Methanol gelost. An- 
schliefiend wurden 1,6 g (7,2 mMol) der Zwischenverbindung aus 
Stufe a, gelost in 30 ml Methanol, innerhalb von 30 Minuten 
zugetropft. Danach wurden 1,1 g (5,5 mMol) Kupf er-II-acetat , 

45 gelost in 19 ml warmem Wasser, ziigig zugetropft und anschlie- 

fiend alles 20 Minuten unter RiickfluJi gekocht. Man kiihlte die 
Reaktionslosung auf 50 °C und gab 2,25 ml 32 %iger Salzsaure 
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zu. Danach tropfte man noch vorsichtig* eine Losung aus 2,13 g 
Natriumsulf id-Hydrat in 15 ml Wasser zu und riihrte alles noch 
15 Minuten. Die Reaktionslosug wurde auf Eiswasser gegossen 
und der anfallende Niederschlag abgesaugt. Das Filtrat wurde 
5 mit waflriger Natriumhydrogenkarbonat -Losung alkalisch ge- 

stellt und mehrmals mit Essigester extrahiert. Die Essig- 
ester-Phase wurde abgetrennt, getrocknet und im Vakuum einge- 
engt. Man erhielt 2,4 g des Zwischenproduktes . 

10 c) 2 ( 3 ( 2 - ( N , N-Diethylamino ) eth- 1 -yloxy ) phenyl ) -benz imida- 
zol-4-carbonsaurehydrazid 

Zu 2,3 g (6,0 mMol) der Zwischenverbindung aus Stufe b in 30 
ml Butanol wurden 1,5 g (30 mMol) Hydrazinhydrat gegeben und 
15 alles 10 Stunden auf 120 °C erwarmt. AnschlieJ3end wurde das 

Reaktionsgemisch mit Essigester extrahiert. Die Essigester- 
Phase wurde abgetrennt, getrocknet und im Vakuum eingeengt. 
Man erhielt 1,7 g der Zwischenverbindung. 

20 d ) 2 ( 3 ( 2 -N , N-Diethylamino ) eth- 1 -yloxy ) phenyl ) -benz imida- 
zol-4-carbonsaureamid 

Zu 1 g (2,7 mMol) der Zwischenverbindung aus Stufe c in 30 ml 
Dimethyl formamid/Wasser (2/1) wurden ca. 1,5 g Raney-Nickel 
25 gegeben und alles 6 Stunden auf 100 °C erwarmt. Anschliefiend 

wurde das Reaktionsgemisch filtriert und das Filtrat mit viel 
Wasser verdunnt, wobei das Produkt ausfiel. Man erhielt 0,74 
g des Produktes. 

30 1H-NMR (D 6 -DMS0) d = 1,0 (6H), 2,6 (4H), 2,9 (2H), 4,15 (2H), 

7,1 (1H), 7,4 (1H), 7,5 (1H), 7,7-7,9 (5H) und 9,3 (NH) ppm. 
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SEQUENZPROTOKOLL 




(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME : BASF Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: - 

(C) ORT : Ludwigshaf en 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 67065 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Neue Poly-ADP-Ribose- Polymerase 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 10 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1843 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRIJNLICHE HERKUNFT: 
(F) GEWEBETYP: Brain 

(ix) MERKMAL : 

(A) NAME/ SCHLtJSSEL : CDS 

(B) LAGE:3. .1715 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /products "Poly ADP Ribose 
Polymerase" 



| (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

22 22 a2 ^ ^° CGG AGC ACC GGC AGG GCG AGA 

Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg 

1 5 10 15 

GCA TTA AAT GAA AGC AAA AGA GTT AAT AAT GGC AAC ACG GCT CPA raa 
Ala Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn 2?? £n Thr 111 Pro 355 

20 25 30 

GAC TCT TCC CCT GCC AAG AAA ACT CGT AGA TGC CAG AGA CAG GAG TCG 
Asp Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys Gin Arg Se2 
35 40 45 

AAA AAG ATG CCT GTG GCT GGA GGA AAA GCT AAT AAG GAC AGG ACA CAA 
Lys Lys Met Pro Val Ala Gly Gly Lys Ala Asn L^s Arg ?£ S£ 

SU 55 60 
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GAC AAG CAA GAT GAA TCT GTG AAG GCC TTG CTG TTA AAG GGC AAA GCT 239 
Asp Lys Gin Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys Gly Lys Ala 
65 70 75 

CCT GTG GAC CCA GAG TGT ACA GCC AAG GTG GGG AAG GCT CAT GTG TAT 2 87 

Pro Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala His Val Tyr 
80 85 90 95 

TGT GAA GGA AAT GAT GTC TAT GAT GTC ATG CTA AAT CAG ACC AAT CTC 335 
Cys Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn Gin Thr Asn Leu 
100 105 110 

CAG TTC AAC AAC AAC AAG TAC TAT CTG ATT CAG CTA TTA GAA GAT GAT 383 
Gin Phe Asn Asn Asn Lys Tyr Tyr Leu lie Gin Leu Leu Glu Asp Asp 
115 120 125 

GCC CAG AGG AAC TTC AGT GTT TGG ATG AGA TGG GGC CGA GTT GGG AAA 431 
Ala Gin Arg Asn Phe Ser Val Trp Met Arg Trp Gly Arg Val Gly Lys 
130 135 140 

ATG GGA CAG CAC AGC CTG GTG GCT TGT TCA GGC AAT CTC AAC AAG GCC 479 
Met Gly Gin His Ser Leu Val Ala Cys Ser Gly Asn Leu Asn Lys Ala 
145 150 155 

KG GAA ATC TTT CAG AAG AAA TTC CTT GAC AAA ACG AAA AAC AAT TGG 527 
'S Glu lie Phe Gin Lys Lys Phe Leu Asp Lys Thr Lys Asn Asn Trp 
>0 165 170 175 

GAA GAT CGA GAA AAG TTT GAG AAG GTG CCT GGA AAA TAT GAT ATG CTA 575 
Glu Asp Arg Glu Lys Phe Glu Lys Val Pro Gly Lys Tyr Asp Met Leu 
180 185 190 

CAG ATG GAC TAT GCC ACC AAT ACT CAG GAT GAA GAG GAA ACA AAG AAA 623 
Gin Met Asp Tyr Ala Thr Asn Thr Gin Asp Glu Glu Glu Thr Lys Lys 
195 200 205 

GAG GAA TCT CTT AAA TCT CCC TTG AAG CCA GAG TCA CAG CTA GAT CTT 671 
Glu Glu Ser Leu Lys Ser Pro Leu Lys Pro Glu Ser Gin Leu Asp Leu 
210 215 220 

CGG GTA CAG GAG TTA ATA AAG TTG ATC TGT AAT GTT CAG GCC ATG GAA 719 
Arg Val Gin Glu Leu lie Lys Leu lie Cys Asn Val Gin Ala Met Glu 
225 230 235 

GAA ATG ATG ATG GAA ATG AAG TAT AAT ACC AAG AAA GCC CCA CTT GGG 767 
Glu Met Met Met Glu Met Lys Tyr Asn Thr Lys Lys Ala Pro Leu Gly 
0 245 250 255 



CTG ACA GTG GGA CAA ATC AAG GGA GGT TAC CAG TCT CTT AAG AAG 815 
s Leu Thr Val Ala Gin lie Lys Ala Gly Tyr Gin Ser Leu Lys Lys 
260 265 270 

ATT GAG GAT TGT ATT CGG GCT GGC CAG CAT GGA CGA GCT CTC ATG GAA 863 
lie Glu Asp Cys lie Arg Ala Gly Gin His Gly Arg Ala Leu Met Glu 
275 280 285 

GCA TGC AAT GAA TTC TAC ACC AGG ATT CCG CAT GAC TTT GGA CTC CGT 911 
Ala Cys Asn Glu Phe Tyr Thr Arg lie Pro His Asp Phe Gly Leu Arg 
290 295 300 

ACT CCT CCA CTA ATC CGG ACA CAG AAG GAA CTG TCA GAA AAA ATA CAA 959 
Thr Pro Pro Leu lie Arg Thr Gin Lys Glu Leu Ser Glu Lys lie Gin * 
305 310 315 



TTA CTA GAG GCT TTG GGA GAC ATT GAA ATT GCT ATT AAG CTG GTG AAA 



1007 
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Leu Leu Glu Ala Leu Gly Asp lie Glu lie Ala He Lys Leu Val Lys 
320 325 330 335 

ACA GAG CTA CAA AGC CCA GAA CAC CCA TTG GAC CAA CAC TAT AGA AAC 1055 
Thr Glu Leu Gin Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gin His Tyr Arg Asn 
340 345 350 

CTA CAT TGT GCC TTG CGC CCC CTT GAC CAT GAA AGT TAC GAG TTC AAA 1103 
Leu His Cys Ala Leu Arg Pro Leu Asp His Glu Ser Tyr Glu Phe Lys 
355 360 365 

GTG ATT TCC CAG TAC CTA CAA TCT ACC CAT GCT CCC ACA CAC AGC GAC 1151 
Val He Ser Gin Tyr Leu Gin Ser Thr His Ala Pro Thr His Ser Asp 
370 375 380 

TAT ACC ATG ACC TTG CTG GAT TTG TTT GAA GTG GAG AAG GAT GGT GAG 1199 
Tyr Thr Met Thr Leu Leu Asp Leu Phe Glu Val Glu Lys Asp Gly Glu 
385 390 395 

AAA GAA GCC TTC AGA GAG GAC CTT CAT AAC AGG ATG CTT CTA TGG CAT 1247 
Lys Glu Ala Phe Arg Glu Asp Leu His Asn Arg Met Leu Leu Trp His 
400 405 410 415 



1 



T TCC AGG ATG AGT AAC TGG GTG GGA ATC TTG AGC CAT GGG CTT CGA 12 95 

ly Ser Arg Met Ser Asn Trp Val Gly He Leu Ser His Gly Leu Arg 
420 425 430 



ATT GCC CCA CCT GAA GCT CCC ATC ACA GGT TAC ATG TTT GGG AAA GGA 134 3 

He Ala Pro Pro Glu Ala Pro He Thr Gly Tyr Met Phe Gly Lys Gly 
435 440 445 

ATC TAC TTT GCT GAC ATG TCT TCC AAG AGT GCC AAT TAC TGC TTT GCC 13 91 

He Tyr Phe Ala Asp Met Ser Ser Lys Ser Ala Asn Tyr Cys Phe Ala 
450 455 460 

TCT CGC CTA AAG AAT ACA GGA CTG CTG CTC TTA TCA GAG GTA GCT CTA 143 9 

Ser Arg Leu Lys Asn Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ser Glu Val Ala Leu 
465 470 475 

GGT CAG TGT AAT GAA CTA CTA GAG GCC AAT CCT AAG GCC GAA GGA TTG 1487 
Gly Gin Cys Asn Glu Leu Leu Glu Ala Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu 
480 485 490 495 

CTT CAA GGT AAA CAT AGC ACC AAG GGG CTG GGC AAG ATG GCT CCC AGT 1535 
Leu Gin Gly Lys His Ser Thr Lys Gly Leu Gly Lys Met Ala Pro Ser 
500 505 510 

^T GCC CAC TTC GTC ACC CTG AAT GGG AGT ACA GTG CCA TTA GGA CCA 1583 
|r Ala His Phe Val Thr Leu Asn Gly Ser Thr Val Pro Leu Gly Pro 
515 520 525 

GCA AGT GAC ACA GGA ATT CTG AAT CCA GAT GGT TAT ACC CTC AAC TAC 16 31 

Ala Ser Asp Thr Gly He Leu Asn Pro Asp Gly Tyr Thr Leu Asn Tyr 
530 535 540 

AAT GAA TAT ATT GTA TAT AAC CCC AAC CAG GTC CGT ATG CGG TAC CTT 167 9 

Asn Glu Tyr He Val Tyr Asn Pro Asn Gin Val Arg Met Arg Tyr Leu 
545 550 555 

TTA AAG GTT CAG TTT AAT TTC CTT CAG CTG TGG TGA ATGTTGATAT 172 5 
Leu Lys Val Gin Phe Asn Phe Leu Gin Leu Trp * 
560 565 570 

TAAATAAACC AGAGATCTGA TCTTCAAGCA AGAAAATAAG CAGTGTTGTA CTTGTGAATT 17 85 



TTGTGATATT TTATGTAATA AAAACTGTAC AGGTCTAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 




(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 571 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 2: 

Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg Ala 
15 10 15 

Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr Ala Pro Glu Asp 
20 25 30 

Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys Gin Arg Gin Glu Ser Lys 
35 40 45 

Lys Met Pro Val Ala Gly Gly Lys Ala Asn Lys Asp Arg Thr Glu Asp 
50 55 60 

ys Gin Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys Gly Lys Ala Pro 
65 70 75 80 

Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala His Val Tyr Cys 
85 90 95 

Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn Gin Thr Asn Leu Gin 
100 105 110 

Phe Asn Asn Asn Lys Tyr Tyr Leu lie Gin Leu Leu Glu Asp Asp Ala 
115 120 125 

Gin Arg Asn Phe Ser Val Trp Met Arg Trp Gly Arg Val Gly Lys Met 
130 135 140 

Gly Gin His Ser Leu Val Ala Cys Ser Gly Asn Leu Asn Lys Ala Lys 
145 150 155 160 

Glu lie Phe Gin Lys Lys Phe Leu Asp Lys Thr Lys Asn Asn Trp Glu 
165 170 175 

p Arg Glu Lys Phe Glu Lys Val Pro Gly Lys Tyr Asp Met Leu Gin 
180 185 190 

let Asp Tyr Ala Thr Asn Thr Gin Asp Glu Glu Glu Thr Lys Lys Glu 
195 200 205 

Glu Ser Leu Lys Ser Pro Leu Lys Pro Glu Ser Gin Leu Asp Leu Arg 
210 215 220 

Val Gin Glu Leu lie Lys Leu He Cys Asn Val Gin Ala Met Glu Glu 
225 230 235 240 

Met Met Met Glu Met Lys Tyr Asn Thr Lys Lys Ala Pro Leu Gly Lys 
245 250 255 

Leu Thr Val Ala Gin He Lys Ala Gly Tyr Gin Ser Leu Lys Lys He 
260 265 270 

Glu Asp Cys He Arg Ala Gly Gin His Gly Arg Ala Leu Met Glu Ala 




275 280 285 

Cys Asn Glu Phe Tyr Thr Arg lie Pro His Asp Phe Gly Leu Arg Thr 
290 295 300 

Pro Pro Leu lie Arg Thr Gin Lys Glu Leu Ser Glu Lys lie Gin Leu 
305 310 315 320 

Leu Glu Ala Leu Gly Asp lie Glu lie Ala lie Lys Leu Val Lys Thr 
325 330 335 

Glu Leu Gin Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gin His Tyr Arg Asn Leu 
340 345 350 

His Cys Ala Leu Arg Pro Leu Asp His Glu Ser Tyr Glu Phe Lys Val 
355 360 365 

lie Ser Gin Tyr Leu Gin Ser Thr His Ala Pro Thr His Ser Asp Tyr 
370 375 380 

Thr Met Thr Leu Leu Asp Leu Phe Glu Val Glu Lys Asp Gly Glu Lys 
385 390 395 400 

lu Ala Phe Arg Glu Asp Leu His Asn Arg Met Leu Leu Trp His Gly 
405 410 415 

er Arg Met Ser Asn Trp Val Gly lie Leu Ser His Gly Leu Arg lie 
420 425 430 

Ala Pro Pro Glu Ala Pro lie Thr Gly Tyr Met Phe Gly Lys Gly lie 
435 440 445 

Tyr Phe Ala Asp Met Ser Ser Lys Ser Ala Asn Tyr Cys Phe Ala Ser 
450 455 460 

Arg Leu Lys Asn Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ser Glu Val Ala Leu Gly 
465 470 475 480 

Gin Cys Asn Glu Leu Leu Glu Ala Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu Leu 
485 490 495 

Gin Gly Lys His Ser Thr Lys Gly Leu Gly Lys Met Ala Pro Ser Ser 
500 505 510 

Ala His Phe Val Thr Leu Asn Gly Ser Thr Val Pro Leu Gly Pro Ala 
515 520 525 

Ir Asp Thr Gly lie Leu Asn Pro Asp Gly Tyr Thr Leu Asn Tyr Asn 
F 530 535 540 

Glu Tyr lie Val Tyr Asn Pro Asn Gin Val Arg Met Arg Tyr Leu Leu 
545 550 555 560 

Lys Val Gin Phe Asn Phe Leu Gin Leu Trp * 
565 570 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 2265 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(iii) 



HYPOTHETISCH : NEIN 



(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(F) GEWEBETYP: Uterus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE : 242 . . 1843 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /products "Poly ADP Ribose 
Polymerase" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 
TGGGACTGGT CGCCTGACTC GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT TCACCCCACT GGTGGCCAAA 



TAGCCGATGT CTAATCCCCC ACACAAGCTC ATCCCCGGCC TCTGGGATTG TTGGGAATTC 



TCTCCCTAAT TCACGCCTGA GGCTCATGGA GAGTTGCTAG ACCTGGGACT GCCCTGGGAG 

GCGCACACAA CCAGGCCGGG TGGCAGCCAG GACCTCTCCC ATGTCCCTGC TTTTCTTGGC 

ATG GCT CCA AAG CCG AAG CCC TGG GTA CAG ACT GAG GGC CCT GAG 
Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro Glu 
575 580 585 

AAG AAG AAG GGC CGG CAG GCA GGA AGG GAG GAG GAC CCC TTC CGC TCC 
Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser 
590 595 600 




ACC GCT GAG GCC CTC AAG GCC ATA CCC GCA GAG AAG CGC ATA ATC CGC 
Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala Glu Lys Arg lie lie Arg 
605 610 615 

GTG GAT CCA ACA TGT CCA CTC AGC AGC AAC CCC GGG ACC CAG GTG TAT 
Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val Tyr 
620 625 630 

GAG GAC TAC AAC TGC ACC CTG AAC CAG ACC AAC ATC GAG AAC AAC AAC 
Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Glu Asn Asn Asn 
635 640 645 650 

AAC AAG TTC TAC ATC ATC CAG CTG CTC CAA GAC AGC AAC CGC TTC TTC 
Asn Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe Phe 
655 660 665 

C TGC TGG AAC CGC TGG GGC CGT GTG GGA GAG GTC GGC CAG TCA AAG 
r hr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys 
670 675 680 

ATC AAC CAC TTC ACA AGG CTA GAA GAT GCA AAG AAG GAC TTT GAG AAG 
He Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys 
685 690 695 



AAA TTT CGG GAA AAG ACC AAG AAC AAC TGG GCA GAG CGG GAC CAC TTT 

Lys Phe Arg Glu, Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe 

700 705 710 

GTG TCT CAC CCG GGC AAG TAC ACA CTT ATC GAA GTA CAG GCA GAG GAT 

Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu He Glu Val Gin Ala Glu Asp 

715 720 725 730 

GAG GCC CAG GAA GCT GTG GTG AAG GTG GAC AGA GGC CCA GTG AGG ACT 



53 




Glu Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr 
735 740 745 

GTG ACT AAG CGG GTG CAG CCC TGC TCC CTG GAC CCA GCC ACG CAG AAG 814 
Val Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys 
750 755 760 




CTC ATC ACT AAC ATC TTC AGC AAG GAG ATG TTC AAG AAC ACC ATG GCC 862 
Leu lie Thr Asn lie Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala 
765 770 775 

CTC ATG GAC CTG GAT GTG AAG AAG ATG CCC CTG GGA AAG CTG AGC AAG 910 
Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys 
780 785 790 

CAA CAG ATT GCA CGG GGT TTC GAG GCC TTG GAG GCG CTG GAG GAG GCC 958 
Gin Gin lie Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala 
795 800 805 810 

CTG AAA GGC CCC ACG GAT GGT GGC CAA AGC CTG GAG GAG CTG TCC TCA 1006 
Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser 
815 820 825 

CAC TTT TAC ACC GTC ATC CCG CAC TTC GQC CAC AGC QpjQ ccc CCG 1054 

is Phe Tyr Thr Val lie Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro Pro 
830 835 840 

CCC ATC AAT TCC CCT GAG CTT CTG CAG GCC AAG AAG GAC ATG CTG CTG 1102 
Pro lie Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu 
845 850 855 

GTG CTG GCG GAC ATC GAG CTG GCC CAG GCC CTG CAG GCA GTC TCT GAG 1150 
Val Leu Ala Asp lie Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser Glu 
860 865 870 



CAG GAG AAG ACG GTG GAG GAG GTG CCA 
Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro 
875 880 

CAG CTT CTC AAG TGC CAG CTG CAG CTG 
Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu 
895 

TAC AAG GTG ATA CAG ACC TAC TTA GAA 
Tyr Lys Val lie Gin Thr Tyr Leu Glu 
910 915 

C CCT ACA CTT CAA CAC ATC TGG AAA 
s Pro Thr Leu Gin His lie Trp Lys 
925 930 

GAC AGA TTC CAG GCC CAC TCC AAA CTG 
Asp Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu 
940 945 

CAT GGC ACC AAC ATG GCC GTG GTG GCC 
His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala 
955 960 

CGC ATC ATG CCA CAT TCT GGT GGG CGT 
Arg lie Met Pro His Ser Gly Gly Arg 
975 



CAC CCC CTG GAC CGA GAC TAC 1198 
His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr 
885 890 

CTA GAC TCT GGA GCA CCT GAG 124 6 

Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu 
900 905 

CAG ACT GGC AGC AAC CAC AGG 1294 
Gin Thr Gly Ser Asn His Arg 
920 

GTA AAC CAA GAA GGG GAG GAA 1342 
Val Asn Gin Glu Gly Glu Glu 
935 

GGT AAT CGG AAG CTG CTG TGG 13 90 

Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp 
950 

GCC ATC CTC ACT AGT GGG CTC 143 8 

Ala lie Leu Thr Ser Gly Leu 
965 970 

GTT GGC AAG GGC ATC TAC TTT 1486 
Val Gly Lys Gly lie Tyr Phe 
980 985 



GCC TCA GAG AAC AGC AAG TCA GCT GGA TAT GTT ATT GGC ATG AAG TGT 
Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val lie Gly Met Lys Cys 



1534 



990 



995 



1000 





GGG GCC CAC CAT GTC GGC TAC ATG TTC CTG GGT GAG GTG GCC CTG GGC 
Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly 
1005 1010 . 1015 

AGA GAG CAC CAT ATC AAC ACG GAC AAC CCC AGC TTG AAG AGC CCA CCT 
Arg Glu His His lie Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro 
1020 1025 1030 

CCT GGC TTC GAC AGT GTC ATT GCC CGA GGC CAC ACC GAG CCT GAT CCG 
Pro Gly Phe Asp Ser Val lie Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro 
1035 1040 1045 1050 

ACC CAG GAC ACT GAG TTG GAG CTG GAT GGC CAG CAA GTG GTG GTG CCC 
Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val Pro 
1055 1060 1065 

CAG GGC CAG CCT GTG CCC TGC CCA GAG TTC AGC AGC TCC ACA TTC TCC 
Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser 
1070 1075 1080 

CAG AGC GAG TAC CTC ATC TAC CAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC TAC 
In Ser Glu Tyr Leu lie Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr 
1085 1090 1095 

fcTG CTG GAG GTC CAC CTC TGA GTGCCCGCCC TGTCCCCCGG GGTCCTGCAA 
Leu Leu Glu Val His Leu * 

1100 1105 

GGCTGGACTG TGATCTTCAA TCATCCTGCC CATCTCTGGT ACCCCTATAT CACTCCTTTT 

TTTCAAGAAT ACAATACGTT GTTGTTAACT ATAGTCACCA TGCTGTACAA GATCCCTGAA 

CTTATGCCTC CTAACTGAAA TTTTGTATTC TTTGACACAT CTGCCCAGTC CCTCTCCTCC 

CAGC CCATGG TAACCAGCAT TTGACTCTTT ACTTGTATAA GGGCAGCTTT TATAGGTTCC 

ACATGTAAGT GAGATCATGC AGTGTTTGTC TTTCTGTGCC TGGCTTATTT CACTCAGCAT 

AATGTGCACC GGGTTCACCC ATGTTTTCAT AAATGACAAG ATTTCCTCCT TTAAAAAAAA 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 534 Aminos&uren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro Glu Lys 
15 10 15 

Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr 
20 25 30 

Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala Glu Lys Arg lie lie Arg Val 
35 40 45 



Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu 





50 55 60 

Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Glu Asn Asn Asn Asn 
65 70 75 80 

Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr 
85 90 95 

Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys lie 
100 105 110 

Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys 
115 120 125 

Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe Val 
130 135 140 

Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Ala Glu Asp Glu 
145 150 155 160 

Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr Val 
165 170 175 

hr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu 
180 185 190 

ile Thr Asn lie Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu 
195 200 205 

Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys Gin 
210 215 220 

Gin Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu 
225 230 235 240 

Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser His 
245 250 255 

Phe Tyr Thr Val Ile Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro Pro Pro 
260 265 270 

Ile Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val 
275 280 285 

Leu Ala Asp Ile Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser Glu Gin 
290 295 300 

u Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin 
5 310 315 320 

Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr 
325 330 335 

Lys Val Ile Gin Thr Tyr Leu Glu Gin Thr Gly Ser Asn His Arg Cys 
340 345 350 

Pro Thr Leu Gin His Ile Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu Glu Asp 
355 360 365 

Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp His 
370 375 380 

Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala Ile Leu Thr Ser Gly Leu Arg 
385 390 395 400 




lie Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly He Tyr Phe Ala 
405 410 415 

Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val He Gly Met Lys Cys Gly 
420 425 430 

Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Arg 
435 440 445 

Glu His His He Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro 
450 455 460 

Gly Phe Asp Ser Val He Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro Thr 
465 470 475 480 

Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val Pro Gin 
485 490 495 

Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser Gin 
500 505 510 

Ser Glu Tyr Leu He Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu 
515 520 525 

eu Glu Val His Leu * 
530 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2265 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : . Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(F) GEWEBETYP: Uterus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
i (B) LAGE: 221. .1843 

I (D) SONSTIGE ANGABEN : / product = "Poly ADP Ribose 

' Polymerase" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

TGGGACTGGT CGCCTGACTC GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT TCACCCCACT GGTGGCCAAA 

TAGCCGATGT CTAATCCCCC ACACAAGCTC ATCCCCGGCC TCTGGGATTG TTGGGAATTC 

TCTCCCTAAT TCACGCCTGA GGCTCATGGA GAGTTGCTAG ACCTGGGACT GCCCTGGGAG 

GCGCACACAA CCAGGCCGGG TGGCAGC CAG GACCTCTCCC ATG TCC CTG CTT TTC 

Met Ser Leu Leu Phe 
535 

TTG GCC ATG GCT CCA AAG CCG AAG CCC TGG GTA CAG ACT GAG GGC CCT 
Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro 



540 



545 



550 



555 




GAG AAG AAG AAG GGC CGG CAG GCA GGA AGG GAG GAG GAC CCC TTC CGC 
Glu Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg 
560 565 570 

TCC ACC GCT GAG GCC CTC AAG GCC ATA CCC GCA GAG AAG CGC ATA ATC 
Ser Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala Glu Lys Arg lie lie 
575 580 585 

CGC GTG GAT CCA ACA TGT CCA CTC AGC AGC AAC CCC GGG ACC CAG GTG 
Arg Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val 
590 595 600 

TAT GAG GAC TAC AAC TGC ACC CTG AAC CAG ACC AAC ATC GAG AAC AAC 
Tyr Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie - Glu Asn Asn 
605 610 " 615 : 

AAC AAC AAG TTC TAC ATC ATC CAG CTG CTC CAA GAC AGC AAC CGC TTC 
Asn Asn Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe 
620 625 630 635 

TTC ACC TGC TGG AAC CGC TGG GGC CGT GTG GGA GAG GTC GGC CAG TCA 
he Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser 
640 645 650 

r AAG ATC AAC CAC TTC ACA AGG CTA GAA GAT GCA AAG AAG GAC TTT GAG 
Lys lie Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu 
655 660 665 

AAG AAA TTT CGG GAA AAG ACC AAG AAC AAC TGG GCA GAG CGG GAC CAC 
Lys Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His 
670 675 680 

TTT GTG TCT CAC CCG GGC AAG TAC ACA CTT ATC GAA GTA CAG GCA GAG 
Phe Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Ala Glu 
685 690 695 

GAT GAG GCC CAG GAA GCT GTG GTG AAG GTG GAC AGA GGC CCA GTG AGG 
Asp Glu Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg 
700 705 710 715 

ACT GTG ACT AAG CGG GTG CAG CCC TGC TCC CTG GAC CCA GCC ACG CAG 
Thr Val Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin 
720 725 730 

XG CTC ATC ACT AAC ATC TTC AGC AAG GAG ATG TTC AAG AAC ACC ATG 
\s Leu lie Thr Asn lie Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met 
" 735 740 745 

GCC CTC ATG GAC CTG GAT GTG AAG AAG ATG CCC CTG GGA AAG CTG AGC 
Ala Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser 
750 755 760 

AAG CAA CAG ATT GCA CGG GGT TTC GAG GCC TTG GAG GCG CTG GAG GAG 
Lys Gin Gin He Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu 
765 770 775 

GCC CTG AAA GGC CCC ACG GAT GGT GGC CAA AGC CTG GAG GAG CTG TCC 
Ala Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser 
780 785 790 795 

TCA CAC TTT TAC ACC GTC ATC CCG CAC AAC TTC GGC CAC AGC CAG CCC 
Ser His Phe Tyr Thr Val lie Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro 
800 805 810 



lu 



CCG CCC ATC AAT TCC CCT GAG CTT CTG CAG GCC AAG AAG GAC ATG CTG 
Pro Pro lie Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu 
815 820 825 

CTG GTG CTG GCG GAC ATC GAG CTG GCC CAG GCC CTG CAG GCA GTC TCT 
Leu Val Leu Ala Asp lie Glu Leu Ala Gin Ala Leu Gin Ala Val Ser 
830 835 840 

GAG CAG GAG AAG ACG GTG GAG GAG GTG CCA CAC CCC CTG GAC CGA GAC 
Glu Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp 
845 850 855 

TAC CAG CTT CTC AAG TGC CAG CTG CAG CTG CTA GAC TCT GGA GCA CCT 
Tyr Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro 
860 865 870 875 

GAG TAC AAG GTG ATA CAG ACC TAC TTA GAA CAG ACT GGC AGC AAC CAC 
Glu Tyr Lys Val He Gin Thr Tyr Leu Glu Gin Thr Gly Ser Asn His 
880 885 890 

AGG TGC CCT ACA CTT CAA CAC ATC TGG AAA GTA AAC CAA GAA GGG GAG 
Arg Cys Pro Thr Leu Gin His He Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu 
895 900 905 



GAC AGA TTC CAG GCC CAC TCC AAA CTG GGT AAT CGG AAG CTG CTG 
lu Asp Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu 
910 915 920 



TGG CAT GGC ACC AAC ATG GCC GTG GTG GCC GCC ATC CTC ACT AGT GGG 
Trp His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala lie Leu Thr Ser Gly 
925 930 935 

CTC CGC ATC ATG CCA CAT TCT GGT GGG CGT GTT GGC AAG GGC ATC TAC 
Leu Arg He Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly He Tyr 
940 945 950 955 

TTT GCC TCA GAG AAC AGC AAG TCA GCT GGA TAT GTT ATT GGC ATG AAG 
Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val He Gly Met Lys 
960 965 970 

TGT GGG GCC CAC CAT GTC GGC TAC ATG TTC CTG GGT GAG GTG GCC CTG 
Cys Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu 
975 980 985 



r 



GGC AGA GAG CAC CAT ATC AAC ACG GAC AAC CCC AGC TTG AAG AGC CCA 
Gly Arg Glu His His He Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro 
990 995 1000 



T CCT GGC TTC GAC AGT GTC ATT GCC CGA GGC CAC ACC GAG CCT GAT 
ro Pro Gly Phe Asp Ser Val He Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp 
1005 1010 1015 

CCG ACC CAG GAC ACT GAG TTG GAG CTG GAT GGC CAG CAA GTG GTG GTG 
Pro Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val 
1020 1025 1030 1035 

CCC CAG GGC CAG CCT GTG CCC TGC CCA GAG TTC AGC AGC TCC ACA TTC 
Pro Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe 
1040 1045 1050 

TCC CAG AGC GAG TAC CTC ATC TAC CAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC 
Ser Gin Ser Glu Tyr Leu He Tyr Gin Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg 
1055 1060 1065 



TAC CTG CTG GAG GTC CAC CTC TGA GTGCCCGCCC TGTCCCCCGG GGTCCTGCAA 



i 11 • ♦ 
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Tyr Leu Leu Glu Val His Leu * 

1070 1075 



GGCTGGACTG 


TGATCTTCAA 


TCATCCTGCC 


CATCTCTGGT 


ACCCCTATAT 


CACTCCTTTT 


1933 


TTTCAAGAAT 


ACAATACGTT 


GTTGTTAACT 


ATAGTCACCA 


TGCTGTACAA 


GATCCCTGAA 


1993 


CTTATGCCTC 


CTAACTGAAA 


TTTTGTATTC 


TTTGACACAT 


CTGCCCAGTC 


CCTCTCCTCC 


2053 


CAGCCCATGG 


TAACCAGCAT 


TTGACTCTTT 


ACTTGTATAA 


GGGCAGCTTT 


TATAGGTTCC 


2113 


ACATGTAAGT 


GAGATCATGC 


AGTGTTTGTC 


TTTCTGTGCC 


TGGCTTATTT 


CACTCAGCAT 


2173 


AATGTGCACC 


GGGTTCACCC 


ATGTTTTCAT 


AAATGACAAG 


ATTTCCTCCT 


TTAAAAAAAA 


2233 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAAA 


AA 






2265 




(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 541 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Ser Leu Leu Phe Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val 
15 10 15 

Gin Thr Glu Gly Pro Glu Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu 
20 25 30 

Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala lie Pro Ala 
35 40 45 

Glu Lys Arg lie lie Arg Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn 
50 55 60 

Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr 
65 70 75 80 

Asn lie Glu Asn Asn Asn Asn Lys Phe Tyr lie lie Gin Leu Leu Gin 
85 90 95 

p Ser Asn Arg Phe Phe Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly 
100 105 110 

lu Val Gly Gin Ser Lys lie Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala 
115 120 125 

Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp 
130 135 140 

Ala Glu Arg Asp His Phe Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lie 
145 150 155 160 

Glu Val Gin Ala Glu Asp Glu Ala Gin Glu Ala Val Val Lys Val Asp 
165 170 175 

Arg Gly Pro Val Arg Thr Val Thr Lys Arg Val Gin Pro Cys Ser Leu 
180 185 190 

Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu lie Thr Asn lie Phe Ser Lys Glu Met 




195 200 205 

Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro 
210 215 220 

Leu Gly Lys Leu Ser Lys Gin Gin lie Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu 
225 230 235 240 

Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser 
245 250 255 

Leu Glu Glu Leu Ser Ser His Phe Tyr Thr Val lie Pro His Asn Phe 
260 265 270 

Gly His Ser Gin Pro Pro Pro lie Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala 
275 280 285 

Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp lie Glu Leu Ala Gin Ala 
290 295 300 

Leu Gin Ala Val Ser Glu Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His 
305 310 315 320 

[ro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu 
325 330 335 

sp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr Lys Val lie Gin Thr Tyr Leu Glu Gin 
340 345 350 

Thr Gly Ser Asn His Arg Cys Pro Thr Leu Gin His lie Trp Lys Val 
355 360 365 

Asn Gin Glu Gly Glu Glu Asp Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly 
370 375 380 

Asn Arg Lys Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala 
385 390 395 400 

lie Leu Thr Ser Gly Leu Arg lie Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val 
405 410 415 

Gly Lys Gly lie Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr 
420 425 430 

Val lie Gly Met Lys Cys Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu 
435 440 445 

v Glu Val Ala Leu Gly Arg Glu His His lie Asn Thr Asp Asn Pro 
r 450 455 460 

Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val lie Ala Arg Gly 
465 470 475 480 

His Thr Glu Pro Asp Pro Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly 
485 490 495 

Gin Gin Val Val Val Pro Gin Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe 
500 505 510 

Ser Ser Ser Thr Phe Ser Gin Ser Glu Tyr Leu lie Tyr Gin Glu Ser 
515 520 525 

Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu Val His Leu * 
530 535 540 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7: 



-G 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1740 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Mus musculus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 112 . . 1710 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 
CGGCTTTC ACTTTTTCTG CTGCCTCGGG GAACACCTCG AGCCAACTGC TTCCTAACTC 



GGGTGGGCA GAACTGACGG GATCTAAGCT TCTGCATCTC TGAGGAGAAC C ATG GCT 

Met Ala 

CCA AAA CGA AAG GCC TCT GTG CAG ACT GAG GGC TCC AAG AAG CAG CGA 
Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gin Thr Glu Gly Ser Lys Lys Gin Arg 
545 550 555 

CAA GGG ACA GAG GAG GAG GAC AGC TTC CGG TCC ACT GCC GAG GCT CTC 
Gin Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu Ala Leu 
560 565 570 575 

AGA GCA GCA CCT GCT GAT AAT CGG GTC ATC CGT GTG GAC CCC TCA TGT 
Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val lie Arg Val Asp Pro Ser Cys 
580 585 590 

CCA TTC AGC CGG AAC CCC GGG ATA CAG GTC CAC GAG GAC TAT GAC TGT 
Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lie Gin Val His Glu Asp Tyr Asp Cys 
595 600 605 

JC CTG AAC CAG ACC AAC ATC GGC AAC AAC AAC AAC AAG TTC TAT ATT 
Ir Leu Asn Gin Thr Asn lie Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe Tyr lie 
f 610 615 620 

ATC CAA CTG CTG GAG GAG GGT AGT CGC TTC TTC TGC TGG AAT CGC TGG 
lie Gin Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn Arg Trp 
625 630 635 

GGC CGC GTG GGA GAG GTG GGC CAG AGC AAG ATG AAC CAC TTC ACC TGC 
Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys Met Asn His Phe Thr Cys 
640 645 650 655 

CTG GAA GAT GCA AAG AAG GAC TTT AAG AAG AAA TTT TGG GAG AAG ACT 
Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu Lys Thr 
660 665 670 

AAA AAC AAA TGG GAG GAG CGG GAC CGT TTT GTG GCC CAG CCC AAC AAG 
Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gin Pro Asn Lys 
675 680 685 



62 
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TAC ACA CTT ATA GAA GTC CAG GGA GAA GCA GAG AGC CAA GAG GCT GTA 597 
Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Gly Glu Ala Glu Ser Gin Glu Ala Val 
690 695 700 



GTG 
Val 


AAG 
Lys 
705 


GCC 
Ala 


TTA 
Leu 


TCT 
Ser 


CCC 
Pro 


CAG 
Gin 
710 


GTG 
Val 


GAC 
Asp 


AGC GGC 
Ser Gly 


CCT 
Pro 
715 


GTG 
Val 


AGG 
Arg 


ACC 
Thr 


GTG 
Val 


645 


GTC 
Val 
720 


AAG 
Lys 


CCC 
Pro 


TGC 
Cys 


TCC 
Ser 


CTA 
Leu 
725 


GAC 
Asp 


CCT 
Pro 


GCC 
Ala 


ACC 
Thr 


CAG 
Gin 
730 


AAC 
Asn 


CTT 
Leu 


ATC 
He 


ACC 
Thr 


AAC 
Asn 
735 


693 


ATC 
He 


TTC 
Phe 


AGC 
Ser 


AAA 
Lys 


GAG 
Glu 
740 


ATG 
Met 


TTC 
Phe 


AAG 
Lys 


AAC 
Asn 


GCA 
Ala 
745 


ATG 
Met 


ACC 
Thr 


CTC 
Leu 


ATG 
Met 


AAC 
Asn 
750 


CTG 
Leu 


741 


GAT 
Asp 


GTG 
Val 


AAG 
Lys 


AAG 
Lys 
755 


ATG 
Met 


CCC 
Pro 


TTG 
Leu 


GGA 
Gly 


AAG 
Lys 
760 


CTG 
Leu 


ACC 
Thr 


AAG 
Lys 


CAG 
Gin 


CAG 
Gin 
765 


ATT 
He 


GCC 
Ala 


789 


CGT 
Arg 


GGC 
Gly 


TTC 
Phe 
770 


GAG 
Glu 


GCC 
Ala 


TTG 
Leu 


GAA 
Glu 


GCT 
Ala 
775 


CTA 
Leu 


GAG 
Glu 


GAG 
Glu 


GCC 
Ala 


ATG 
Met 
780 


AAA 
Lys 


AAC 
Asn 


CCC 
Pro 


837 




GGG 
Gly 
785 


GAT 
Asp 


GGC 
Gly 


CAG 
Gin 


AGC 
Ser 


CTG 
Leu 
790 


GAA 
Glu 


GAG 
Glu 


CTC 
Leu 


TCC 
Ser 


TCC 
Ser 
795 


TGC 
Cys 


TTC 
Phe 


TAC 
Tyr 


ACT 
Thr 


885 


GTC 
Val 
800 


ATC 
He 


CCA 
Pro 


CAC 
His 


AAC 
Asn 


TTC 
Phe 
805 


GGC 
Gly 


CGC 
Arg 


AGC 
Ser 


CGA 
Arg 


CCC 
Pro 
810 


CCG 
Pro 


CCC 
Pro 


ATC 
He 


AAC 
Asn 


TCC 
Ser 
815 


933 


CCT 
Pro 


GAT 
Asp 


GTG 
Val 


CTT 
Leu 


CAG 
Gin 
820 


GCC 
Ala 


AAG 
Lys 


AAG 
Lys 


GAC 
Asp 


ATG 
Met 
825 


CTG 
Leu 


CTG 
Leu 


GTG 
Val 


CTA 

Leu . 


GCG 
Ala 
830 


GAC 
Asp 


981 


ATC 
He 


GAG 
Glu 


TTG 
Leu 


GCG 
Ala 
835 


CAG 
Gin 


ACC 
Thr 


TTG 
Leu 


CAG 
Gin 


GCA 
Ala 
840 


GCC 
Ala 


CCT GGG GAG GAG GAG 
Pro Gly Glu Glu Glu 
845 


GAG 
Glu 


1029 


AAA 
Lys 


GTG 
Val 


GAA 
Glu 
850 


GAG 
Glu 


GTG 
Val 


CCA 
Pro 


CAC 
His 


CCA 
Pro 
855 


CTG GAT 
Leu Asp 


CGA 
Arg 


GAC 
Asp 


TAC 
Tyr 
860 


CAG 
Gin 


CTC 
Leu 


CTC 
Leu 


1077 


AGG 


TGC 
Cys 
865 


CAG 
Gin 


CTT 
Leu 


CAA 
Gin 


CTG 
Leu 


CTG 
Leu 
870 


GAC 
Asp 


TCC GGG GAG 
Ser Gly Glu 


TCC. 
Ser 
875 


GAG 
Glu 


TAC 
Tyr 


AAG 
Lys 


GCA 
Ala 


1125 


Tie 
880 


CAG 
Gin 


ACC 
Thr 


TAC 
Tyr 


CTG 
Leu 


AAA 
Lys 
885 


CAG 
Gin 


ACT GGC AAC 
Thr Gly Asn 


AGC 
Ser 
890 


TAC AGG 
Tyr Arg 


TGC 
Cys 


CCA 
Pro 


AAC 
Asn 
895 


1173 


CTG 
Leu 


CGG 
Arg 


CAT 

XT X S3 


GTT 

v cix 


TGG 
900 


AAA 
Lys 


GTG 
Val 


AAC CGA GAA GGG GAG GGA GAC AGG 
Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg 
905 910 


TTC 
Phe 


1221 


CAG 
Gin 


GCC 
Ala 


CAC 
His 


TCC 
Ser 
915 


AAA 
Lys 


CTG 
Leu 


GGC 
Gly 


AAT CGG 
Asn Arg 
920 


AGG 
Arg 


CTG 
Leu 


CTG 
Leu 


TGG 
Trp 


CAC 
His 
925 


GGC 
Gly 


ACC 
Thr 


1269 


AAT 
Asn 


GTG 
Val 


GCC 
Ala 
930 


GTG 
Val 


GTG 
Val 


GCT 
Ala 


GCC 
Ala 


ATC 
He 
935 


CTC 
Leu 


ACC AGT GGG 
Thr Ser Gly 


CTC 
Leu 
940 


CGA 
Arg 


ATC 
He 


ATG 
Met 


1317 


CCA 


CAC 


TCG 


GGT 


GGT 


CGT 


GTT 


GGC 


AAG 


GGT 


ATT 


TAT 


TTT 


GCC 


TCT 


GAG 


1365 



Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lie Tyr Phe Ala Ser Glu 
945 950 955 



AAC AGC AAG TCA GCT GGC TAT GTT ACC ACC ATG CAC TGT GGG GGC CAC 
Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly Gly His 
960 965 970 975 

CAG GTG GGC TAC ATG TTC CTG GGC GAG GTG GCC CTC GGC AAA GAG CAC 
Gin Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys Glu His 
980 985 990 

CAC ATC ACC ATC GAT GAC CCC AGC TTG AAG AGT CCA CCC CCT GGC TTT 
His lie Thr lie Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe 
995 1000 1005 

GAC AGC GTC ATC GCC CGA GGC CAA ACC GAG CCG GAT CCC GCC CAG GAC 
Asp Ser Val lie Ala Arg Gly Gin Thr Glu Pro Asp Pro Ala Gin Asp 
1010 1015 1020 

ATT GAA CTT GAA CTG GAT GGG CAG CCG GTG GTG GTG CCC CAA GGC CCG 
lie Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Pro Val Val Val Pro Gin Gly Pro 
1025 1030 1035 



"C 



CT GTG CAG TGC CCG TCA TTC AAA AGC TCC AGC TTC AGC CAG AGT GAA 
o Val Gin Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser Gin Ser Glu 
40 1045 1050 1055 



TAC CTC ATA TAC AAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC TAC CTG CTG GAG 
Tyr Leu lie Tyr Lys Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu 
1060 1065 1070 

ATT CAC CTC TAAGCTGCTT GCCCTCCCTA GGTCCAAGCC 
lie His Leu 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

(i) SEQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 533 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 



t 
n 



t Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gin Thr Glu Gly Ser Lys Lys 
5 10 15 



n Arg Gin Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu 
20 25 30 

Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val lie Arg Val Asp Pro 
35 40 45 

Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lie Gin Val His Glu Asp Tyr 
50 55 60 

Asp Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe 
65 70 75 80 

Tyr lie lie Gin Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn 

85 90 95 

Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys Met Asn His Phe 




100 105 110 

Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu 
115 120 125 

Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gin Pro 
130 135 140 

Asn Lys Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Gly Glu Ala Glu Ser Gin Glu 
145 150 155 160 

Ala Val Val Lys Ala Leu Ser Pro Gin Val Asp Ser Gly Pro Val Arg 
165 170 175 

Thr Val Val Lys Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Asn Leu lie 
180 185 .190 

Thr Asn He Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met 
195 200 205 

Asn Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys Gin Gin 
210 215 220 

le Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys 
25 230 235 240 

sn Pro Thr Gly Asp Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe 
245 250 255 

Tyr Thr Val He Pro His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro He 
260 265 270 

Asn Ser Pro Asp Val Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu 
275 280 285 

Ala Asp He Glu Leu Ala Gin Thr Leu Gin Ala Ala Pro Gly Glu Glu 
290 295 300 

Glu Glu Lys Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin 
305 310 315 320 

Leu Leu Arg Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr 
325 330 335 

Lys Ala He Gin Thr Tyr Leu Lys Gin Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys 
340 345 350 

bo Asn Leu Arg His Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp 
T 355 360 365 

Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His 
370 375 380 

Gly Thr Asn Val Ala Val Val Ala Ala He Leu Thr Ser Gly Leu Arg 
385 390 395 400 

He Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly He Tyr Phe Ala 
405 410 415 

Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly 
420 425 430 

Gly His Gin Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys 
435 440 445 
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Glu His His lie Thr lie Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro 
450 455 460 

Gly Phe Asp Ser Val He Ala Arg Gly Gin Thr Glu Pro Asp Pro Ala 
465 470 475 480 

Gin Asp He Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Pro Val Val Val Pro Gin 
485 490 495 

Gly Pro Pro Val Gin Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser Gin 
500 505 510 

Ser Glu Tyr Leu He Tyr Lys Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu 
515 520 525 

Leu Glu He His Leu 
530 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1587 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANT X SENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Mus musculus 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 1 . .1584 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 9: 

ATG GCT CCA AAA CGA AAG GCC TCT GTG CAG ACT GAG GGC TCC AAG AAG 
Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gin Thr Glu Gly Ser Lys Lys 
535 540 545 

KG CGA CAA GGG ACA GAG GAG GAG GAC AGC TTC CGG TCC ACT GCC GAG 
|n Arg Gin Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu 
To 555 560 565 

GCT CTC AGA GCA GCA CCT GCT GAT AAT CGG GTC ATC CGT GTG GAC CCC 
Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val He Arg Val Asp Pro 
570 575 580 

TCA TGT CCA TTC AGC CGG AAC CCC GGG ATA CAG GTC CAC GAG GAC TAT 
Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly He Gin Val His Glu Asp Tyr 
585 590 595 

GAC TGT ACC CTG AAC CAG ACC AAC ATC GGC AAC AAC AAC AAC AAG TTC 
Asp Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe 
600 605 610 

TAT ATT ATC CAA CTG CTG GAG GAG GGT AGT CGC TTC TTC TGC TGG AAT 
Tyr He He Gin Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn 
615 620 625 
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s 



CGC TGG GGC CGC GTG GGA GAG GTG GGC CAG AGC AAG ATG AAC CAC TTC 
Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys Met Asn His Phe 
630 635 640 645 

ACC TGC CTG GAA GAT GCA AAG AAG GAC TTT AAG AAG AAA TTT TGG GAG 
Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu 
650 655 660 

AAG ACT AAA AAC AAA TGG GAG GAG CGG GAC CGT TTT GTG GCC CAG CCC 
Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gin Pro 
665 670 675 

AAC AAG TAC ACA CTT ATA GAA GTC CAG GGA GAA GCA GAG AGC CAA GAG 
Asn Lys Tyr Thr Leu lie Glu Val Gin Gly Glu Ala Glu Ser Gin Glu 
680 685 690 

GCT GTA GTG AAG GTG GAC AGC GGC CCT GTG AGG ACC GTG GTC AAG CCC 
Ala Val Val Lys Val Asp Ser Gly Pro Val Arg Thr Val Val Lys Pro 
695 700 705 

TGC TCC CTA GAC CCT GCC ACC CAG AAC CTT ATC ACC AAC ATC TTC AGC 
Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Asn Leu He Thr Asn He Phe Ser 
710 715 720 725 



GAG ATG TTC AAG AAC GCA ATG ACC CTC ATG AAC CTG GAT GTG AAG 
s Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met Asn Leu Asp Val Lys 
730 735 740 



AAG ATG CCC TTG GGA AAG CTG ACC AAG CAG CAG ATT GCC CGT GGC TTC 
Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys Gin Gin He Ala Arg Gly Phe 
745 750 755 

GAG GCC TTG GAA GCT CTA GAG GAG GCC ATG AAA AAC CCC ACA GGG GAT 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys Asn Pro Thr Gly Asp 
760 765 770 

GGC CAG AGC CTG GAA GAG CTC TCC TCC TGC TTC TAC ACT GTC ATC CCA 
Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe Tyr Thr Val He Pro 
775 780 785 

CAC AAC TTC GGC CGC AGC CGA CCC CCG CCC ATC AAC TCC CCT GAT GTG 
His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro He Asn Ser Pro Asp Val 
790 795 800 805 



CTT CAG GCC AAG AAG GAC ATG CTG CTG GTG CTA GCG GAC ATC GAG TTG 
eu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp He Glu Leu 
810 815 820 



G CAG ACC TTG CAG GCA GCC CCT GGG GAG GAG GAG GAG AAA GTG GAA 

la Gin Thr Leu Gin Ala Ala Pro Gly Glu Glu Glu Glu Lys Val Glu 
825 830 835 

GAG GTG CCA CAC CCA CTG GAT CGA GAC TAC CAG CTC CTC AGG TGC CAG 

Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Arg Cys Gin 
840 845 850 

CTT CAA CTG CTG GAC TCC GGG GAG TCC GAG TAC AAG GCA ATA CAG ACC 

Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr Lys Ala He Gin Thr 
855 860 865 

TAC CTG AAA CAG ACT GGC AAC AGC TAC AGG TGC CCA AAC CTG CGG CAT 

Tyr Leu Lys Gin Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys Pro Asn Leu Arg His 

870 875 880 885 



GTT TGG AAA GTG AAC CGA GAA GGG GAG GGA GAC AGG TTC CAG GCC CAC 
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Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg Phe Gin Ala His 
890 895 900 

TCC AAA CTG GGC AAT CGG AGG CTG CTG TGG CAC GGC ACC AAT GTG GCC 
Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Val Ala 
905 910 915 

GTG GTG GCT GCC ATC CTC ACC AGT GGG CTC CGA ATC ATG CCA CAC TCG 
Val Val Ala Ala lie Leu Thr Ser Gly Leu Arg lie Met Pro His Ser 
920 925 930 

GGT GGT CGT GTT GGC AAG GGT ATT TAT TTT GCC TCT GAG AAC AGC AAG 
Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lie Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys 
935 940 945 

TCA GCT GGC TAT GTT ACC ACC ATG CAC TGT GGG GGC CAC CAG GTG GGC 
Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly Gly His Gin Val Gly 
950 955 960 965 

TAC ATG TTC CTG GGC GAG GTG GCC CTC GGC AAA GAG CAC CAC ATC ACC 
Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys Glu His His lie Thr 
970 975 980 



TC GAT GAC CCC AGC TTG AAG AGT CCA CCC CCT GGC TTT GAC AGC GTC 
e Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val 
985 990 995 



ATC GCC CGA GGC CAA ACC GAG CCG GAT CCC GCC CAG GAC ATT GAA CTT 
lie Ala Arg Gly Gin Thr Glu Pro Asp Pro Ala Gin Asp lie Glu Leu 
1000 1005 1010 

GAA CTG GAT GGG CAG CCG GTG GTG GTG CCC CAA GGC CCG CCT GTG CAG 
Glu Leu Asp Gly Gin Pro Val Val Val Pro Gin Gly Pro Pro Val Gin 
1015 1020 1025 

TGC CCG TCA TTC AAA AGC TCC AGC TTC AGC CAG AGT GAA TAC CTC ATA 
Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser Gin Ser Glu Tyr Leu lie 
1030 1035 1040 1045 

TAC AAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC TAC CTG CTG GAG ATT CAC CTC 
Tyr Lys Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu He His Leu 
1050 1055 1060 

TAA 

>) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

f (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 528 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gin Thr Glu Gly Ser Lys Lys 
15 10 15 

Gin Arg Gin Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu 
20 25 30 

Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val He Arg Val Asp Pro 
35 40 45 



68 

Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lie Gin Val His Glu Asp Tyr 
50 55 60 

Asp Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lie Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe 
65 70 75 80 

Tyr He He Gin Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn 
85 90 95 

Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys Met Asn His Phe 
100 10S 110 

Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu 
115 120 125 

Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gin Pro 
130 135 140 

Asn Lys Tyr Thr Leu He Glu Val Gin Gly Glu Ala Glu Ser Gin Glu 
145 150 155 160 

Ala Val Val Lys Val Asp Ser Gly Pro Val Arg Thr Val Val Lys Pro 
165 170 175 

rs Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Asn Leu He Thr Asn He Phe Ser 
180 185 190 

Lys Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met Asn Leu Asp Val Lys 
195 200 205 

Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys Gin Gin He Ala Arg Gly Phe 
210 215 220 

Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys Asn Pro Thr Gly Asp 
225 230 235 240 

Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe Tyr Thr Val He Pro 
245 250 255 

His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro He Asn Ser Pro Asp Val 
260 265 270 

Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp He Glu Leu 
275 280 285 



la 
05 



la Gin Thr Leu Gin Ala Ala Pro Gly Glu Glu Glu Glu Lys Val Glu 
290 295 300 



Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Arg Cys Gin 
05 310 315 320 

Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr Lys Ala He Gin Thr 
325 330 335 

Tyr Leu Lys Gin Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys Pro Asn Leu Arg His 
340 345 350 

Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg Phe Gin Ala His 
355 360 365 

Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Val Ala 
370 375 380 

Val Val Ala Ala He Leu Thr Ser Gly Leu Arg He Met Pro His Ser 
385 390 395 400 
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Gly Gly Arg Val Gly 
405 

Ser Ala Gly Tyr Val 
420 

Tyr Met Phe Leu Gly 
435 

lie Asp Asp Pro Ser 
450 

lie Ala Arg Gly Gin 
465 

Glu Leu Asp Gly Gin 
485 

Cys Pro Ser Phe Lys 
500 

Tyr Lys Glu Ser Gin 
S15 



Lys Gly He Tyr Phe 
410 

Thr Thr Met His Cys 
425 

Glu Val Ala Leu Gly 
440 

Leu Lys Ser Pro Pro 
455 

Thr Glu Pro Asp Pro 
470 

Pro Val Val Val Pro 
490 

Ser Ser Ser Phe Ser 
505 

Cys Arg Leu Arg Tyr 
520 



Ala Ser Glu Asn Ser Lys 
415 

Gly Gly His Gin Val Gly 
430 

Lys Glu His His lie Thr 
445 

Pro Gly Phe Asp Ser Val 
460 

Ala Gin Asp He Glu Leu 
475 480 

Gin Gly Pro Pro Val Gin 
. 495 

Gin Ser Glu Tyr Leu He 
510 

Leu Leu Glu He His Leu 
525 
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Patentanspruche 

1 . Poly ( ADP-r ibose ) polymerase ( PARP ) -Homologes , gekennzeichnet 
durch eine Aminosauresequenz, welche 

a) eine funktionale NAD + -Bindungsdomane und 

b) kein Zink-Finger-Sequenzmotiv der allgemeinen Formel 



auf weist , wor in 

m fur einen ganzzahligen Wert von 28 Oder 3 0 steht und 
die Reste X unanbhangig voneinander fur eine beliebige 
Aminosaure stehen; 
und die funktionalen Aquivalente davon. 

2. PARP-Homologes nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die funktionale NAD + -Bindungsdomane eines der folgenden all- 
gemeinen Sequenzmotive umfafit: 

PX n ( S/T) GX 3 GKGIYFA, 

( S /T ) XGLR ( I / V ) XPX n ( S /T ) GX 3 GKGI YFA Oder 

LLWHG ( S / T ) X 7 IL ( S /T ) XGLR ( I/V) XPX n ( S /T ) GX3GKG I YFAX3 SKS AXY 
wor in 

n fur einen ganzzahligen Wert von 1 bis 5 steht und die Reste 
X unanbhangig voneinander fiir eine beliebige Aminosaure ste- 
hen. 

3- PARP-Homologes nach einem der vorherigen Anspriiche, umfassend 
wenigstens ein weiteres der folgenden Teilsequenz-Motive: 



LX9NX2 YX 2 QLLX ( D/E ) X10/1 xWGRVG , 

AX3FXKX4KTXNXWX5FX3PXK, 

QXL ( I/L ) X2IX9MX10PLGKLX3QIX6L , 

FYTXIPHXFGX3PP ; und 

KX3LX2LXDIEXAX2L , 



worin die Reste X unanbhangig voneinander fiir eine beliebige 
Aminosaure stehen. 

4. PARP-Homologes nach einem der vorherigen Anspriiche, ausge- 
wahlt unter humanen PARP-Homologen, gekennzeichnet durch die 
Aminosauresequenz gemafl SEQ ID NO: 2 (humanPARP2) oder SEQ ID 
NO: 4 Oder 6 (humanPARP3 Typ 1 bzw. 2); oder murinen PARP-Ho- 
mologen, gekennzeichnet durch die Aminosauresequenz gemafl SEQ 



CX 2 CX m HX 2 C 



M/40043 
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2 



5. 

5 
10 

6. 

15 

I 

20 

7. 

25 
30 
35 

9, 
10. 

40 

11. 

45 



ID NO:8 (mausPARP Langform) Oder SEQ ID NO: 10 (mausPARP Kurz- 
form); und die funktionalen Aquivalente davon. 

Bindungspartner fiir PARP-Homologe nach einem der vorherigen 
Anspriiche, ausgewahlt unter 

a) Antikorpern und Fragmenten davon, 

b) proteinartigen Verbindungen, welche mit einer Teilsequenz 
des Proteins wechselwirken, und 

c) niedermolekularen Effektoren, welche die katalytische 
PARP-Aktivitat oder eine andere biologische Funktion ei- 
nes PARP-Molekuls modulieren. 

Nukleinsaure , umf assend 

a) eine fiir wenigstens ein PARP-Homologes nach einem der An- 
spruche 1 bis 4 kodierende Nukleotidsequenz oder die kom- 
plementalre Nukleotidsequenz davon; 

b) eine Nukleotidesquenz, die unter stringenten Bedingungen 
mit einer Sequenz gemaB a) hybridisiert; oder 

c) Nukleotidsequenzen, die durch Entartung des genetischen 
Codes von den in a) und b) definierten Nukleotidsequenzen 
abgeleitet sind. 

Nukleinsaure nach Anspruch 6, umf assend 

a) die Nukleotide + 3 bis + 1715 gemaft SEQ ID NO:l; 

b) die Nukleotide + 242 bis + 1843 gemafl SEQ ID NO: 3; 

c) die Nukleotide +221 bis + 1843 gemaB SEQ ID NO: 5; 

d) die Nukleotide +112 bis + 1710 gemaB SEQ ID NO: 7; 
oder 

e) die Nukleotide + 1 bis + 1584 gemafl SEQ ID NO: 9. 

Expressionskassette, enthaltend unter genetischer Kontrolle 
wenigstens einer regulativen Nukleotidsequenz wenigstens eine 
Nukleotidsequenz gemaB einem der Anspruche 6 und 7 . 

Rekombinanter Vektor, umf assend wenigstens eine Expressions- 
kassette nach Anspruch 8. 

Rekombinanter Mikroorganismus r enthaltend wenigstens einen 
rekombinanten Vektor nach Anspruch 9 . 

Transgener Sauger, enthaltend einen Vektor gemaB Anspruch 9. 
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12. PARP-def izienter Sauger oder PARP-def iziente eukaryontische 
Zelle, worin eine funktionale Expression wenigstens eines 
Gens inhibiert ist, das fiir ein PARP-Homologes nach einem der 
Anspruche 1 bis 4 kodiert. 

13, In vitro Nachweisverf ahren fiir PARP-Inhibitoren dadurch ge- 
kennzeichnet, daJi man 



a) ein ungetragertes oder getragertes Poly-ADP-ribosylier- 
10 bares Target mit einem Reaktionsgemisch inkubiert, umfas- 

send 

al) ein PARP-Homologes nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
a2) einen PARP-Aktivator ; und 

a3) einen PARP-Inhibitor oder einen Analyten, in welchem 
15 man wenigstens einen PARP-Inhibitor vermutet; 

b) die Poly-ADP-Ribosylierungsreaktion durchfiihrt; und 

c) die Poly-ADP-Ribosylierung des Target qualitativ oder 
quantitativ bestimmt. 

20 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass man 
das PARP-Homologe mit dem PARP-Aktivator und dem PARP-Inhibi- 
tor oder einen Analyten, in welchem man wenigstens einen 
PARP-Inhibitor vermutet, vorinkubiert, bevor man die Poly- 
ADP-Ribosylierungsreaktion durchfiihrt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 13 und 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Poly-ADP-ribosylierbare Target ein Histon- 
Protein ist. 



25 




30 16. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der PARP-Aktivator aktivierte DNA ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Poly-ADP-Ribosylierungsreaktion durch 
35 Zugabe von NAD + startet. 



40 



18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Poly-ADP-Ribosylierung des getragerten 
Target mit Anti-Poly- (ADP-ribose)-Antikorper bestimmt. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das nichtgetragerte Target mit einem Akzeptor- 
Fluorophor markiert ist. 

45 20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , dass man 
die Poly-ADP-Ribosylierung des nicht getragerten Target mit 
Anti-Poly- (ADP-ribose)-Antikorper bestimmt, der mit einem Do- 
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nor-Fluorophor markiert ist, das zur Energieubertragung auf 
das Akzeptor-Fluorophor befahigt ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 19 und 20, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dass das Target biotinyliertes Histon ist und das 

Akzeptor-Fluorophor iiber Avidin oder Streptavidin daran ge- 
koppelt ist. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 und 21, dadurch gekenn- 
10 zeichnet, dass der Anti-Poly- ( ADP-ribose ) -Antikorper ein Eu- 

ropium-Kryptat als Donor-Fluorophor tragt. 

23. In vitro-Screeningverf ahren auf Bindungspartner fur ein PARP- 
Molekiil, dadurch gekennzeichnet , daJi man 

15 al) wenigstens ein PARP-Homologes nach einem der Anspruche 1 

bis 4 an einem Trager immobilisiert; 

I bl) das immobilisierte PARP-Homologe mit einem Analyten in 

Kontakt bringt, in welchem man wenigstens einen Bindungs- 
partner vermutet; und 

20 cl) an das immobilisierte PARP-Homologe gebundene Bestand- 

teile des Analyten, gegebenenf alls nach einer Inkubati- 
onsphase, bestimmt; 



25 



oder 



a2) einen Analyten, welcher wenigstens einen moglichen Bin- 
dungspartner fiir ein PARP-Molekiil enthalt, an einem Tra- 
ger immobilisiert; 
b2 ) den immobilisierten Analyten mit wenigsten einem PARP-Ho- 
30 mologen nach einem der Anspruche 1 bis 4 in Kontakt 

bringt, fiir welches man einen Bindungspartner sucht; und 
c2) den immobilisierten Analyten, gegebenenf alls nach einer 
I Inkubationsphase, auf die Bindung des PARP-Homologen un- 

ter sucht . 

35 

24. Verfahren zur qualitativen oder quantitativen Bestimmung von 
PARP-Homologe nach einem der Anspruche 1 bis 4 kodierenden 
Nukleinsauren, gekennzeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer definierten 
40 Menge einer exogenen Nukleinsaure nach einem der Anspru- 
che 6 und 7, Hybridisierung unter stringenten Bedingun- 
gen, Bestimmung der hybridisierenden Nukleinsauren und 
gegebenenf alls Vergleich mit einem Standard; oder 

b) Inkubation einer biologischen Probe mit einem Paar von 
45 Oligonucleotid-Primern mit Spezifitat fiir ein PARP-Homo- 
loges kodierende Nukleinsaure, Amplif izierung der Nu- 
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kleinsaure, Bestimmung des Amplif ikationsprodukts und ge- 
gebenenfalls Vergleich mit einem Standard. 

25. Verfahren zur qualitativen Oder quantitativen Bestimmung ei- 
5 nes PARP-Homologen nach einem der Anspruche 1 bis 4, gekenn- 

zeichnet durch 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einem fiir ein 
PARP-Homologes spezifischen Bindungspartner , 

b) -Nachweis des Bindungspartner /PARP-Komplexes und gegebe- 
10 nenfalls 

c) Vergleich des Ergebnisses mit einem Standard. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet , dafl der 
Bindungspartner ein Antikorper oder ein bindendes Fragment 

15 davon ist, der gegebenenf alls eine detektierbare Markierung 

tragt. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 26 zur Diagnosti- 
zierung von Energiedef izienz-vermittelten Erkrankungen. 

20 

28. Verfahren zur Bestimmung der Wirksamkeit vom PARP-Ef f ektoren, 
dadurch gekennzeichnet daft man 

a) ein PARP-Homologes nach einem der Anspruche 1 bis 4 mit 
einem Analyten inkubiert, welcher einen Effektor einer 

25 physiologischen oder pathologischen PARP-Aktivitat ent- 

halt; den Effektor gegebenenf alls wieder abtrennt; und 

b) die Aktivitat des PARP-Homologen, gegebenenf alls nach Zu- 
gabe von Substraten oder Cosubstraten, bestimmt. 

30 29. Gentherapeutisches Mittel, dadurch gekennzeichnet, das es in 
einem gentherapeutisch akzeptablen Trager ein Nukleinsaure- 
konstrukt enthalt, das 
| a) eine Antisense-Nukleinsaure gegen eine kodierende Nu- 

kleinsaure nach einem der Anspruche 6 und 7; oder 
35 b) ein Ribozym gegen eine Nukleinsaure nach einem der An- 

spruche 6 und 7 umfasst; oder 

c) fiir einen spezifischen PARP-Inhibitor . 
kodiert . 

40 30. Pharmazeutisches Mittel, enthaltend in einem pharmazeutisch 

akzeptablen Trager wenigstens ein PARP-Protein nach einem der 
Anspruche 1 bis 4, wenigstens einen PARP-Bindungspartner nach 
Anspruch 5 oder wenigstens eine kodierende Nukleotidsequenz 
nach Anspruch 6 oder 7 . 

45 
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31. Verwendung niedermolekularer PARP-Bindungspartner nach An- 
spruch 5 zur Diagnose oder Therapie von Krankheitszustanden, 
an deren Entstehung und/oder Verlauf wenigstens ein PARP-Pro- 
tein oder ein davon abgeleitetes Polypeptid beteiligt sind. 

5 

32. Verwendung niedermolekularer PARP-Bindungspartner nach An- 
spruch 5 zur Diagnose oder Therapie von Krankheitszustanden, 
die durch eine Energiedef izienz vermittelt sind. 

10 

58/iT/cb 

15 
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30 
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45 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft Poly (ADP-ribose ) polymerase (PARP)-Homo- 
5 loge, gekennzeichnet durch eine Aminosauresequenz, welche 

a) eine funktionale NAD + -Bindungsdomane 
und " 

b) kein zink-Finger-Sequenzmotiv der allgemeinen Formel 

CX 2 CX m HX 2 C 

10 aufweist, worin 

m fiir einen ganzzahligen Wert von 28 oder 30 steht und die 
Reste X unanbhangig voneinander fiir eine beliebige Aminos aure 
stehen; 

und die funktionalen Aquivalente davon; dafur kodierende Nuklein- 
15 sauren; Antikorper mit Spezifitat fur die neuen Protein; pharma- 
zeutische und gentherapeutische Mittel, welche erf indungsgemafle 
Produkte enthalten; Verfahren zur analytischen Bestimmung der er- 
f indungsgemaBen Proteine und Nukleinsauren; Verfahren zur Identi- 
fizierung von Effektoren oder Bindungspartnern der erf indungsge- 
20 maBen Proteine; neuartige PARP -Effektoren ; und Verfahren zur Be- 
stimmung der Wirksamkeit solcher Effektoren. 



25 
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Fig. 5 
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Fig. 7 



